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Nous avons récemment rapporté [2] les résultats d’une enquéte 
poursuivie pendant quatre ans dans le foyer de peste « sauvage » 
du Kurdistan. Cette enquéte nous a montré que le mérion, repré- 
senté dans ce foyer par trois espéces: Meriones libycus cry- 
throurus, M. persicus persicus et M. shawi tristrami, est au Kur- 
distan l’authentique propriétaire de l’infection et en assure seul 
la conservation et la remarquable pérennité. 

Pourtant le mérion est pratiquement exclu par les pestologues 
de l’histoire de la peste, a la suite ‘surtout des travaux de Was- 
silieff [45] sur M. shawi. Constatant expérimentalement la trés 
grande résistance de cette espéce par rapport aux autres rongeurs 
sauvages de Tunisie, Wassilieff se range au point de vue commu- 
nément admis, qu’une espéce résistante, voire réfractaire, ne 
saurait jouer aucun réle dans l’épizoologie de la peste. Consi- 
dérant «..... les mérions de Tunisie comme étant presque 
impropres a contracter la peste », Wassilieff leur assigne méme un 
role de barriére devant l’infection, comme l’avait fait Pirie [44] 
en Afrique du Sud pour la Gerbille Namaqua (Desmodillus auri- 
cularis), espéce dont il avait étudié la résistance expérimentale. 


(*) Manuscrit recu le 9 juin 1953. 
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Tikhomirova [43], en 1934, montrait pourtant qu’une autre 
espece de mérion, Meriones meridianus, présentant elle aussi une 
résistance considérable A la peste expérimentale, pouvait étre 
trouvée spontanément infectée dans la nature. Bien qu’elle n’ait 
détecté la peste chez ce mérion que quatre fois en sept ans dans 
la zone prospectée au Nord de la Caspienne entre Volga et Oural, 
Tikhomirova cependant conclut A son réle comme réservoir de 
virus. 

Dans les notes ultérieures de cette publication, nous rappor- 
terons les résultats du travail expérimental poursuivi pendant 
quatre ans sur toutes les espéces de rongeurs sauvages rencontrées 
dans le Kurdistan et particuliérement sur les trois espéces de 
mérions, réservoirs de virus de Jlinfection, travail qui nous 
a permis d’étudier la résistance particuliére de certaines espéces 
et le réle capital qu’elle peut jouer dans la conservation de la 
peste dans la nature. Dans cette premiére note nous voudrions 
d’abord rapporter les faits qui ont mis en évidence pour nous 
cette résistance particuliére du mérion, au cours de cing années 
de recherches dans la nature, et aspect trés spécial qu’elle donne 
a la peste dans ce foyer, rendant les enquétes les plus serrées 
extrémement aléatoires et décevantes. 


1° ABSENCE D’EPIZOOTIES. 


Le premier fait est l’absence compléte d’épizooties, méme dans 
les peuplements trés denses de mérions. 

On connait la violence des épizooties chez les rongeurs des 
espéces a haute sensibilité, ot la mortalité atteint un taux tel 
qu’elle ne peut passer inapergue. Dans les peuplements de ron- 
geurs sauvages, les hécatombes observées, en U.R.S.S. par 
exemple ou aux U.S.A., dans les colonies de sciuridés fouis- 
seurs (sousliks, ground-squirrels, prairie-dogs, spermophiles) 
dépeuplent souvent de facon totale le territoire de l’épizootie. 
Ecke et Johnson [6] écrivent par exemple, d propos de telles épi- 
zooties au Colorado : «..... The remainder of the prairie-dogs on 
about 627 000 acres (soit plus de 2500 km’), suffered over 95 per 
cent mortality from the epizootic in less than 4 years ». En 
U.R.S.S., Tikhomirova, Zagorskaia et IVin [44] écrivent a 
propos des épizooties dans les peuplements de sousliks de Novo 
Kazanka, observées par Nikanorof en 1915 : « Les sousliks morts 
étaient apportés au laboratoire par pleines charretées, tous pré- 
sentant l’infection pesteuse ». Les épizooties d’Afrique du Sud, 
dans certains peuplements de gerbillinés, laissent sur le terrain 
des millers de cadavres de rongeurs : Mitchell [40] écrit par 
exemple : « In some localities the carcases of veld rodents could 
be collected by the barrowfull, and it was estimated that in some 
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localities 80 to 90 per cent of the veld rodents (mostly Gerbilles) 
had died of plague ». 

Or, au Kurdistan, dés le début de nos recherches, lors de la 
premiére épidémie humaine que nous avons eu a observer 
(Aghbolagh Morched), nous étions frappés par le fait que les 
paysans, qui connaissaient parfaitement leur « rat des champs », 
c’est-a-dire le mérion, n’avaient observé aucun cadavre au cours 
des travaux de labourage, qui ‘s’achevaient A ce moment-la, et ne 
gardaient pas non plus le souvenir d’une mortalité antérieure 
quelconque chez ces rongeurs. 

Nous-mémes, au cours d’une inspection soignée du territoire 
suspect, ne découvrions aucun cadavre, et c’est seulement en 
défongant les terriers autour du moulin ot, de toute évidence, 
s’était contaminé l’enfant origine de |’épidémie humaine, que nous 
pouvions retrouver quelques cadavres de mérions morts de peste. 
Or, dans les terriers mémes ov étaient retrouvés ces cadavres 
pesteux, ainsi que dans les terriers immédiatement voisins (1) 
étaient également capturés des mérions vivants, dont la plupart 
restaient bien portants au cours d’une observation prolongée. Au 
total sur 37 mérions récoltés 12 seulement étaient pesteux, dont 
deux montraient des formes du type « inapparent ». 

Cependant nous ne tenions pas ce bas pourcentage d’infec- 
tion (82,5 p. 100) pour certain: le petit nombre des rongeurs 
récoltés malgré une chasse intensive, le fait que beaucoup de 
terriers étaient trouvés vides de rongeurs malgré des  signes 
d’occupation récente et la présence de puces, nous faisaient penser 
que de nombreux cadavres avaient pu disparaitre, dévorés par 
des nécrophages comme le chacal ou les rapaces, trés abondants 
dans cette région. L’existence méme d’une épidémie humaine, 
classiquement liée a la notion d’épizootie, nous faisait croire que 
nous étions arrivés a la fin de cette épizootie, en dépit des déné- 
gations des paysans. Nous retenions cependant le fait de la survie 
de nombreux mérions en plein territoire infecté. 

La suite de nos recherches devait nous montrer qu’en fait nous 
étions tombés pour cette premiére fois sur l’aspect le plus sévére 
que pouvait revétir la peste dans ces peuplements de mérions, 
aspect que nous ne devions plus jamais revoir par la suite, méme 
aux lieux d’épidémies humaines, détectrices de J'infection des 
rongeurs. C’est pour cette raison que dans nos publications anté- 
rieures sur ce foyer de peste du Kurdistan [4, 2, 3] nous n’avons 
jamais employé le mot « épizootie », mais seulement les expres- 


(1) En certains points la densité des terriers atteint 3000 au kilo- 
métre carré, c’est-a-dire que les terriers sont situés 4 moins de 20 m 
les uns des autres. Chaque terrier possédant en général plusieurs 
entrées, le sol apparait criblé de trous de tous cétés. 
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sions : « recrudescence de l’enzootie, bouffée enzootique, etc. ». 

D’autre part, nos recherches nous montraient que dans la quasi 
totalité du foyer du Kurdistan, la densité des espéces a haute 
sensibilité n’était pas assez forte pour que puisse sy produire 
l’épizootie ; la plupart du temps ces espeéces étaient représentées 
par un nombre de rongeurs si bas qu’elles ne pouvaient en 
aucune maniére y intervenir dans le cycle de la peste. Lorsqu’a 
la fin de la deuxiéme année de nos recherches, nous tombions 
enfin sur un fort peuplement de citellus, notre certitude du réle 
unique du mérion était déja assez solidement établie pour qu'elle 
ne puisse étre troublée par la présence, en plein territoire de 
peste, de cette espéce considérée par tous nos devanciers comme 
le réservoir de virus numéro un de la peste. Notre chance 
voulait, de surcroit, que nous tombions sur ce peuplement au 
moment ot il était indemne de peste et l’évidence s’imposait a 
nous que les citellus dans ce foyer ne jouaient aucun role dans 
le maintien séculaire de l’infection, qui restait ’apanage du seul 
mérion. 

En résumé, Vabsence d’épizooties chez les trois espéces de 
meérions, que nos recherches montrent étre Vunique réservoir de 
la peste au Kurdistan, met en évidence la résistance de ces espéces. 
L’absence d’espéces sensibles, ou leur rareté quand elles existent, 
montre que lépizootie nest qu’un épiphénoméne, non nécessaire 
pour la conservation séculaire de la peste dans un foyer. 


2° PERMANENCE DE L ENZOOTIE. 


Le deuxiéme fait qui devait mettre en évidence pour nous la 
résistance des mérions dans la nature est la permanence de la 
peste dans ces petits foyers que nous avons désignés de leur nom 
américain de « pockets ». Par le mot permanence, nous entendons 
le fait de la présence constante de la peste & longueur d’année 
dans ces foyers. 

Au cours des années 1951 et 1952, favorisés par un hiver excep- 
tionnellement doux qui nous a permis d’atteindre le foyer a deux 
reprises différentes en hiver, nous avons pu faire la preuve de 
cette permanence dans ce méme territoire d’Aghbolagh Morched, 
dont nous avons parlé plus haut et ot nous avions constaté pour 
la premiére fois en 1947 la peste du mérion. Cette enquéte a été 
commencée a la fin de l’été 1951; les missions s’y sont succédé : 
1° en aodt-septembre 1951, 2° "début décembre 1951, 2° fin jan- 
vier 1952, 4° début aout 1952, 5° septembre 1952. 


Premiére mission : aout-septembre 1951. 


Dans notre travail d’ensemble [2], nous avons rapporté les résultats 
de cette mission, qui nous avait permis de retrouver l’infection aux 
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lieux mémes et pourrait-on dire dans les mémes terriers ou nous l’avions 
trouvée quatre ams auparavant (2). Le travail de délimitation auquel 
nous nous sommes livrés depuis cette publication nous permet, en ne 
tenant compte que de la zone trés circonscrite ot existe la peste (voir 
chapitre IV) et non de la totalité du territoire prospecté, de rectifier 
nos chiffres précédents. 

Dans cette mission de fin d’été, 174 mérions sont capturés dans la 
zone infectée : 148 sont des M. persicus, 26 des M. libycus ou shawi ; 
tous sont vivants au moment de la capture, aucun animal n’est trouvé 
mort dans les terriers. De ces 174 mérions, 51 M. persicus et 7 M. libycus 
ou shawi, blessés ou tués pendant la chasse, sont autopsiés le jour méme 
et leurs organes (rate et foie) broyés sont inoculés au cobaye par 
frottement sur la peau du dos scarifiée (ces organes se putréfiant assez 
rapidement pendant le retour au laboratoire), soit mérion par mérion, 
soit par lots de 2, 3, 4, 5, 7 ou 9 mérions dont les organes mélangés 
sont inoculés au méme cobaye : soit un lot de 9, un lot de 7, un lot 
de 5, deux lots de 4, un lot de 3, six lots de 2 et quatorze fois un seul 
mérion. Le lot de 7, un des lots de 4, le lot de 3, un des lots de 2, et 
1 mérion isolé donnent la peste au cobaye : aucun de ces mérions ne 
montrait 4 l’autopsie de signes macroscopiques de peste: les frottis 
d’organes, contaminés de germes de putréfaction, ne montraient pas 
de germes bipolaires caractéristiques. 

Les 116 mérions capturés vivants sont immédiatement épucés, puis 
gardés en observation. 39 M. persicus et 4 M. libycus ou shawi meurent 
pendant cette observation, la plupart d’accident ou de bataille, quelques- 
uns de mort naturelle : soit 9 pendant la premiére semaine apres la 
capture, 12 pendant la deuxiéme, 1 pendant la troisiéme, 3 pendant la 
quatriéme, 3 au cours du deuxiéme mois, 12 au cours du troisiéme, 3 au 
cours du quatriéme. Le passage des organes de ces mérions par frot- 
tement sur la peau scarifiée est fait individuellement ou par lots de 2 
au maximum. Un lot de 2 mérions morts aprés trois jours d’obser- 
vation et 1 mérion isolé mort aprés neuf jours d’observation donnent 
la peste au cobaye ; aucun de ces 3 animaux ne montrait de signes 
de peste 4 l’autopsie ; les frottis d’organes, plus ou moins contaminés, 
ne montraient de germes bipolaires que chez un seul des trois mérions. 

D’autre part, 48 des mérions gardés en observation (42 M. persicus 
et 6 M. libycus ou shawi) sont sacrifiés en bonne santé, soit : 17 dans 
la premiére semaine par lots de 6, 5, 2 ou 1 seul mérion ; 1 dans la 
quatriéme semaine, 15 au cours du troisiéme mois et 15 au cours du 
quatriéme, les organes étant passés mérion par mérion au cobaye par 
voie sous-cutanée. Pas de peste. 

Enfin, les 25 derniers mérions gardés en observation sont, apreés 
quatre mois, éprouvés par piqdre de lots de 50 A 100 puces infectées : 
aucun ne résiste. 

Cing lots de 16, 35, 17, 32 et 24 puces (Xenopsylla conformis), récoltées 


(2) La mission de 1947 avait démoli au cours de ses recherches une 
partie des terriers de la zone prospectée. Apres quatre ans la trace de 
ces terriers démolis, nivelée par les pluies, n’est pas toujours visible ; 
mais les reperes pris permettent de situer la plupart des nouvelles 
captures comme pratiquement superposables aux anciennes. 
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sur 58 mérions lors de leur capture, sont également inoculés au cobaye, 
avec résultat négatif. 

Au total done, dans celte mission de fin d’été, sur 174 mérions capturés 
en zone infectée, 149 ont été passés au cobaye et 7 souches de peste ont 
été isolées, dont 2 du méme point de chasse et les 5 autres de cing points 
différents. Le pourcentage d’infection est faible (4,7 p. 100); aucun animal 
nest trouvé mort dans les terriers et 2 des souches seulement sur 7 sont 
isolées d’animauxz morts spontanément. Aucun des mérions pesteuxr ne 
présente de signes macroscopiques de peste ; un seul montre des bacilles 
dans ses organes. La peste est visiblement a cette saison en latence dans 
le foyer ; cependant les souches isolées sont de virulence trés forte. 


Deuxiéme mission : Début décembre 1951. 


L’hiver étant relativement doux, la région est faiblement enneigée ; 
dans la vallée d’Aghbolagh Morched pas de chutes de neige, mais 
quelques pluies ; le sol est fortement mouillé et géle profondément 
pendant la nuit. La température est basse (+ 5° — 10° C). La chasse 
est conduite uniquement par défoncage des terriers, partie par nous- 
mémes avec recherche des puces et relevé d’observations, partie par les 
paysans. Les terriers d’été sont pratiquement tous abandonnés et les 
mérions sont groupés dans leurs grands terriers permanents a réserves. 
Dans les terriers inhabités ne sont trouvées que de trés rares puces, 
par contre dans les terriers habités et sur les animaux vivants, les 
puces sont extrémement nombreuses ; au total 5380 Xenopsylla, 263 Noso- 
psyllus et 29 Stenopenia sont récoltées sur 99 mérions et dans 7 terriers. 

La capture est faite uniquement dans la zone infectée et se monte au 
total 4 221 mérions : soit 105 M. persicus, 51 M. libycus et 65 M. shawit. 

Un M. persicus et 10 M. shawi sont trouvés morts, le premier seul dans 
un petit terrier, les 10 autres ensemble dans un grand terrier a4 réserves. 
Les cadavres ne présentent a lautopsie aucun signe de _ peste ; les 
frottis des organes, contaminés de germes secondaires, montrent de 
trés nombreux bacilles bipolaires ; l’inoculation des organes de chaque 
mérion sur la peau scarifiée d’un cobaye ne permet d’isoler la peste 
que de 7 d’entre eux, bien que tous fussent évidemment infectés. 

Trente-sept mérions tués en cours de capture: soit 15 M. persicus, 
13 M. libycus et 9 M. shawi, sont immédiatement passés, soit individuel- 
lement, soit par lots de 2 4 3, au cobaye par frottement sur peau scarifiée 
ou par inoculation sous-cutanée selon l’état de fraicheur des organes. 
La peste est isolée de 5 mérions : soit 3 M. persicus et 2 M. shawi. Un 
seul des 5 cadavres montrait 4 l’autopsie des signes de peste : celui 
d’un M. persicus, avec une rate trés grosse portant de nombreux abcés 
de tailles diverses, le foie clouté d’abcés miliaires, et deux foyers d’hépa- 
tisation grise pulmonaire ; seuls les frottis des poumons montrent des 
bacilles bipolaires. Les 4 autres mérions ne montraient aucun signe de 
peste, ni aucun germe spécifique 4 l’examen des frottis de rate, foie 
et poumon, 

Les mérions capturés vivants sont soigneusement épucés, puis gardés 
en observation. 41 M. persicus, 8 M. libycus et 15 M. shawi meurent 
pendant cette observation, d’accident, de bataille ou de mort naturelle : 
soit 21 pendant la premiére semaine, 8 pendant la deuxiéme, 1 pendant 


siete a - 
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la troisiéme ; 2 au cours du deuxiéme mois, et 32 au cours du troisiéme, 
Les organes de chacun de ces mérions sont passés individuellement au 
cobaye par frottement sur scarifications cutanées. La peste est isolée de 
6 mérions, soit 3 M. persicus et 8 M. shawi, morts dans les six premiers 
jours de l’observation. Cinq d’entre eux ne montraient aucune lésion 
a Vautopsie, ni aucun bacille dans les frottis des organes ; le sixiéme, 
un M. shawi, montrait seulement une rate un peu augmentée de 
volume, mais de nombreux bacilles dans les organes et le sang du coeur. 

Dix-sept des mérions gardés en observation (7 M. persicus, 9 M. libycus 
et 1 M. shawi) étaient par ailleurs sacrifiés entre le treiziéme et le trente- 
septiéme jour aprés la capture et les organes de chacun d’eux inoculés 
au cobaye par voie sous-cutanée. Pas de peste. 

Enfin les 92 mérions restants (41 M. persicus, 21 M. libycus et 
30 M. shawi) étaient, dans un délai de un A quatre mois aprés leur 
capture, soumis a l’épreuve de la piqtire de puces infectées : leur pour- 
centage de résistance ne se montrait pas supérieur A celui de mérions 
témoins provenant de zones indemnes de peste. 

Les puces récoltées au cours de cette mission ayant été conservées 
pour l’élevage, aucun lot n’a été inoculé au cobaye pour recherche de 
l’infection. 

Au total donc, dans cette mission de début d’hiver, sur 221 mérions 
récoltés dans la zone infectée, 192 ont été passés au cobaye et 18 souches 
de peste ont été isolées, dont 6 du méme terrier et les autres de points 
différents. Le pourcentage d’infection est nettement plus élevé qu’a la 
fin de l’été (14,8 p. 100) ; 11 mérions ont été trouvés morts dans les 
terriers et 13 des 18 souches ont été isolées d’animaux morts sponta- 
nément, Deux des mérions présentaient a Vautopsie des signes de peste 
et 12 montraient des bacilles dans leurs organes. Toutes les souches 
isolées étaient de virulence trés forte. La peste est, en ce début d’hiver, 
en pleine montée enzootique dans ce foyer. 


Troisiéme mission : fin janvier 1952. 


La vallée d’Aghbolagh Morched est enneigée, mais la couche de 
neige est peu épaisse et sur certaines pentes déblayées par le vent, le sol 
est & nu. Le froid est vif (+ 1°-15° C) et la neige glacée en surface. 
Seuls les grands terriers d’hiver 4 réserves sont habités, a raison de 
3 a 12 mérions par terrier ; les puces y sont extrémement nombreuses, 
le froid et l’-humidité du sol en rendent la récolte trés difficile : 
117 Xenopsylla, 135 Nosopsyllus et 14 Stenoponia sont cependant 
récoltées, la plupart dans la fourrure des mérions (68 persicus et 
1 libycus). 

La chasse, limitée & la zone infectée, se monte au total, 4 cause des 
conditions trés difficiles, 4 95 mérions seulement : soit 93 M. persicus 
et 2 M. libycus. 

Cing M. persicus et 1 M. libycus sont trouvés morts dans quatre 
ierriers différents. Les cadavres, plus ou moins putréfiés, ne montrent 
aucun signe de peste; les frottis sont illisibles. Le frottement des 
organes broyés sur la peau scarifiée du cobaye permet disoler la peste 


des 6 animaux. 
Douze M. persicus tués en cours de capture ou morts de froid dans les 
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boites de ramassage sont également passés un par un au cobaye par 
frottement sur peau scarifiée. Pas de peste. 

Les mérions capturés vivants sont épucés puis gardés en observation. 
9 M. persicus meurent d’accident, de bataille ou de mort naturelle au 
cours de cette observation, soit : 1 aprés deux jours, 2 au cours de la 
quatriéme semaine, et 6 au cours de la cinquieme. De ces 9 mérions, 
passés un par un au cobaye, un seul est pesteux : mort vingt-deux jours 
aprés la capture, ne présentant aucune lésion a l’autopsie, quelques 
rares bacilles bipolaires dans les frottis de la rate ; passage par frotte- 
ment sur la peau scarifiée du cobaye : positif. 

Vingt-cing des mérions conservés en observation sont sacrifiés entre 
le trente-troisiéme et le quarante-deuxiéme jour : soit 24 M. persicus et 
1 M. libycus. Aucun ne montre de lésions, le passage des organes par 
voie sous-cutanée au cobaye demeure négatif. 

Aprés trois mois d’observation, les 43 M. persicus restants sont 
éprouvés dans cing expériences par la piqdre de puces infectées : leur 
pourcentage de résistance est identique A celui des mérions témoins 
provenant de zones non infectées. 

Enfin, 21 lots de puces, récoltés sur les mérions, sont broyés et 
inoculés au cobaye: soit 4 lots de 2, 7, 13 et 15 Xenopsylla ; 6 lots 
de 1, 2, 6, 8, 15, 17 et 3 lots de 4 Nosopsyllus ; 4 lots de 1, 2 lots de 2, 
1 lot de 6 et 1 lot de 9 Stenoponia. Cing de ces cobayes font la peste - 
soit 1 inoculé avec 7 Xenopsylla ; 1 avec 4 Nosopsyllus, 1 autre avec 15 : 
1 avec 9 Stenoponia ; 1 enfin inoculé avec 2 Xenopsylla et 6 Stenoponia 
récoltées sur un méme mérion. 

Au total donc, dans cette mission de plein hiver, sur 95 mérions 
récoltés dans la zone infectée, 52 ont été passés au cobaye et 7 souches 
de peste ont été isolées, dont 3 du méme terrier et les autres de quatre 
autres terriers. De plus, 5 souches ont été isolées de puces récoltées 
sur des mérions non pesteux, dans des conditions dont nous reparlerons 
plus loin (chapilre V). Le pourcentage d’infection (13,4 p. 100) est. sensi- 
blement le méme qu’au début de l’hiver ; 6 mérions sont trouvés morts 
de peste dans les terriers et la septiéme souche est isolée d’un mérion 
mort en observation. Toutes les souches isolées sont de haute virulence. 
La peste continue done pendant cet hiver sous forme de forte enzootie. 


Quatriéme mission : Début aott 1952. 


La chaleur dans la région est & son maximum annuel (+ 20° + 38° C). 
Les derniéres pluies sont tombées en juin, la moisson se termine, toute 
verdure est desséchée dans les zones non irriguées habitées par les 
mérions. La dispersion des rongeurs est 4 son maximum et le sol A 
certains endroits apparait criblé de terriers. La plupart sont des terriers 
d’été, sans profondeur ; les grands terriers permanents ne contiennent 
pas de réserves de nourriture. 

La fouille des terriers est particulitrement poussée au centre de la 
zone infectée ; 25 terriers sont ainsi soigneusement prospeciés pour la 
recherche des puces: 12 sont des grands terriers permanents, 13 des 
terriers d’été peu profonds. Seuls 5 terriers contiennent des puces : 
soit 1 seule Xenopsylla dans l’un, 28 Nosopsyllus dans le deuxiéme, 
5 dans le troisitme, 8 dans le quatri¢me et 6 Xenopsylla dans le dernier ; 
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tous sont des grands terriers permanents A galeries multiples. Beaucoup 
de terriers contiennent des ixodes, presque tous des gamasides. Les 
puces sont beaucoup plus nombreuses sur les animaux capturés que 
dans les terriers ; chacun des mérions capturés est porteur de 5 
a 10 puces au moins : Xenopsylla ou Nosopsyllus. 

Le territoire de chasse est, cette fois, considérablement étendu, pour 
la recherche des limites précises du foyer, dont nous parlerons au 
chapitre IV. Dans la zone infectée proprement dite sont capturés 
208 mérions : soit 196 M. persicus, 10 M. libycus et 2 M. shawi. 

Aucun animal n’est trouvé mort dans les terriers. 

Soixante-cing M. persicus et 1 M. libycus tués en cours de capture 
sont immédiatement passés au cobaye, soit individuellement, soit par 
lots de 2 4 3, par frottement sur peau scarifiée ou par inoculation sous- 
cutanée, selon l’état de fraicheur des organes. Deux cobayes s’infectent, 
Yun inoculé avec les organes d’un seul M. persicus, dont le lieu de 
capture n’a pu étre défini avec précision, l’autre inoculé avec les 
organes de 3 M. persicus, capturés en bordure de la zone infectée. 
Aucun de ces mérions ne montrait de lésions ni de bacilles caracté- 
ristiques & l’autopsie. 

Les mérions gardés vivants sont gardés en observation aprés épucage. 
33 M. persicus et 1 M. shawi meurent pendant cette observation, de 
bataille, d’accident ou de mort naturelle : soit 20 pendant la premiére 
semaine, 4 pendant la deuxiéme, 3 pendant la troisiéme, 4 pendant 
la quatriéme, 2 au cours du deuxiéme mois et 1 au cours du troisiéme. 
Les organes de ces mérions sont passés au cobaye soit individuellement, 
soit par lots de 3 et méme 7 lorsqu’il s’agit d’animaux d’un méme 
terrier morts le méme jour. Le passage est fait la plupart du temps 
par voie sous-cutanée ; plus rarement, si le cadavre n’est pas frais, 
par frottement sur peau scarifiée. La peste n’est détectée que chez un 
seul M. persicus mort de bataille avec ses compagnons de cage aprés 
quatre jours d’observation ; celui-ci est le seul de tous les mérions 
autopsiés au cours de cette mission qui montrat des lésions macro- 
scopiques imputables 4 la peste: soit deux nodules miliaires caséifiés. 
Cependant l’examen microscopique des frottis de ces nodules, des 
organes et du sang du coeur ne montrait aucun bacille. L’animal étant 
trés frais, un passage sous-cutané du broyat des organes (rate et une 
partie du foie portant un des nodules) est fait 4 un cobaye en plus du 
passage habituel par frottement sur peau scarifiée 4 un autre cobaye. 
Or, de ces deux cobayes, seul celui inoculé par voie sous-cutanée 
s’infecte et meurt aprés quatre jours ; le cobaye inoculé par frottement 
sur peau scarifiée ne fait aucune lésion locale, sacrifié apres quinze 
jours il se montre indemne de peste. Les passages ultérieurs montrent 
que la souche est de virulence faible, facilement phagocytée par le 
cobaye ; ce caractére pourtant n’est pas stable et la virulence remonte 
rapidement au cours des passages. 

Aucun mérion de la zone infectée n’est sacrifié en fin d’observation ; 
tous sont, aprés des délais de deux A cing mois, éprouvés par piqdre de 
puces infectées : le pourcentage de ceux qui résistent aux fortes épreuves 
n’est pas supérieur a celui des mérions témoins de zones non infectées, 
éprouvés dans les mémes expériences. 

Enfin, 10 lots de puces récoltées sur les mérions ou- dans leurs 
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terriers sont broyés et inoculés au cobaye, soit 7 lots de Xenopsylla : 
1 de 1 puce (9), 1 de 2 puces (2), 1 de 4 puces (3 4, 2 9%), 1 de 
6 puces (3 9, 3 o*), 2 de 13 puces (11 9, 2 o% et 10 J, 3 o%) et 1 de 
67 puces (479, 20 ¢%) ; et, d’autre part, 3 lots de Nosopsyllus ; 1 de 
8 puces (5 G, 3 o%), 1 de 12 (109, 2 5%) et 1 de 25 (209, 5 oo”): 
Pas de peste. Un lot de 7 gamasides et un lot de 7 larves d’ixodes 
récoltés dans un terrier sont également inoculés au cobaye sans 
résultat. 

Au total donc, dans cette mission de plein été, sur 208 mérions 
récoltés dans la zone infectée, 100 ont été passés au cobaye ; 3 souches 
de peste ont été isolées de trois points différents. Le pourcentage d’in- 
fection est faible (3 p. 100) ; aucun animal n’est trouvé mort dans les 
terriers, les 3 souches sont isolées d’animaux morts accidentellement 
de bataille ou tués au cours de capture mais aucun des animaux morts 
spontanément ne montre la peste. Une des souches isolées est de viru- 
lence trés basse. L’enzootie, cet été, est done trés basse dans le foyer. 


Cinquiéme mission ; Septembre 1952. 


Cette mission succéde sans interruption 4 la précédente ; la chaleur 
est déja beaucoup moins forte (+ 13 + 25° C), la moisson est terminée. 
L’aspect du peuplement est le méme que le mois précédent, les réserves 
des terriers permanents ne sont pas constituées. La sécheresse atteint 
son maximum et le nombre des puces semble plus bas que lors des 
missions précédentes: 2 en moyenne par animal (90 p. 100 de 
Xenopsylla). 

La chasse est étendue sensiblement au méme territoire que lors de la 
mission précédente, mais est particuli¢rement poussée en zone infectée 
ou 522 mérions (507 M. persicus et 15 M. libycus) sont récoltés sur 
moins de 20 km?. 

Soixante-dix-sept M. persicus et 4 M. libycus tués en cours de capture 
sont immédiatement passés un par un au cobaye par frottement sur 
peau scarifiée. Un de ces mérions (M. persicus), bien que ne montrant 
pas de bacilles dans les organes, présente & l’autopsie une rate 
augmentée de volume avec quelques petits nodules pouvant faire 
penser 4 une peste résidueclle ; en plus du passage sur peau scarifiée, 
cette rate est inoculée A un autre cobaye par voie sous-cutanée. Seul 
ce dernier cobaye montre des signes d’infection : placard au point 
d’inoculation, température: 41°C. Sacrifié bien portant six jours 
aprés Vinoculation, il présente le tableau d’une peste de virulence 
faible avec ganglions, nodules spléniques et hépatiques, présence de 
rares bacilles phagocytés. Le cobaye inoculé en méme temps sur peau 
scarifiée ne fait aucune Ilésion au point d’inoculation ; sacrifié bien 
portant aprés onze jours, il ne montre aucune infection. La faible 
virulence de la souche est démontrée par passage : un cobaye inoculé 
par frottement sur peau scarifiée avec un broyat de la rate du pre- 
mier cobaye développe une lésion locale avec ganglions inguinaux 
de la taille d’un petit pois ; mais la Iésion cutanée cicafrise rapide- 
ment en méme temps que régresse l’inflammation ganglionnaire. 
Sacrifié pratiquement guéri, dix jours aprés Vinoculation, ce cobaye 
montre des Iésions de peste résiduelle avec de rares bacilles dans 
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les organes, tous déformés ou phagocytés. La souche devait cependant 
recuperer rapidement une forte virulence au cours des passages par 
rongeurs et par puces. 


Cette observation, répétant celle faite au cours de la précédente 
mission, attirait notre attention sur la présence A cette époque dans le 
foyer de souches de virulence faible, indétectables par la technique que 
nous avions jusqu’alors largement employée, pour le passage de tous 
les animaux putréfiés, du passage au cobaye par frottement sur peau 
scarifiée. Aussi, dans la suite de cette mission, 4 part 17 M. persicus 
morts en observation et retrouvés dans un état de putréfaction trop 
avancé pour permettre le passage autrement que par frottement sur 
peau scarifiée, tous les animaux morts ou_ sacrifiés devaient-ils étre 
passés au cobaye par voie sous-cutanée et méme dans certains cas A la 
fois par voie sous-cutanée & un cobaye et par frottement sur peau 
scarifiée 4 un autre cobaye. 

C’est ainsi que sur la totalité des animaux capturés vivants et 
gardés en observation, les 11 M. persicus morts pendant cette observation 
(tous au cours des deux premiéres semaines) sont passés individuel- 
lement au cobaye par voie sous-cutanée. Deux d’entre eux montrent a 
Vautopsie des signes imputables a la peste. Le premier, mort de bataille 
le lendemain de sa capture, montre un tableau de peste résiduelle : rate 
grosse portant quelques nodules miliaires ; pas de bacilles dans aucun 
des organes ni dans les nodules spléniques. Le passage du broyat des 
organes est fait 4 deux cobayes : l’un par frottement sur peau scarifiée, 
Vautre par voie sous-cutanée. Le premier de ces cobayes ne fait aucune 
lésion cutanée ; sacrifié bien portant aprés douze jours, il se montre 
indemne. Le second développe un placard au point d’inoculation avec 
ganglions inguinaux correspondants, de la taille d’un_ petit pois ; 
sacrifié quatre jours aprés l’inoculation, il montre le tableau d’une peste 
de virulence faible avec ganglions, nodules spléniques et présence de 
germes d’aspect trés polymorphe. Le passage de ce cobaye par frot- 
tement sur peau scarifiée 4 un autre cobaye donne 4 nouveau le tableau 
d’une peste de virulence faible, mais la souche récupére rapidement sa 
virulence par passage par rongeurs et par puces. 

Le second persicus, mort accidentellement en observation six jours 
aprés sa capture, montre A l’autopsie un tableau caractéristique de 
peste chronique : maigreur, pas d’adénite, rate de couleur et d’aspect 
normaux mais enclavée dans un paquet d’abcés, allant de taille d’un 
petit pois A celle d’une noisette et englobant le rein gauche et une 
partie du foie ; poumons : un lobe complétement caséifié, les autres 
portant quelques nodules. Les frottis des organes montrent des bacilles 
atypiques et de nombreux aspects de phagocytose. Le passage est fait 
a 5 cobayes : 8 par frottement sur peau scarifiée (1 avec broyat du foie, 
1 avec poumon, le troisiéme avec pus des abcés), 2 par inoculation sous- 
cutanée (1 avec broyat de foie, l’autre avec broyat de poumon). 
Les 2 cobayes inoculés par voie sous-cutanée meurent de peste apres 
deux et quatre jours ; mais, des 3 cobayes inoculés par frottement sur 
peau scarifiée : 1 ne fait aucune Iésion locale _et sacrifié aprés douze 
jours se montre indemne, le second fait une lésion locale avec ganglions 
correspondants, mais cette lésion régresse et cicatrise rapidement ; mort 
accidentellement aprés dix jours, ce cobaye montre une forme de gué- 
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rison : quelques gros abcés sur la rate, mais pas de bacilles dans aucun 
des organes, sauf les ganglions qui montrent uniquement des bacilles 
déformés ou phagocytés. Enfin le troisitme cobaye inoculé sur peau 
scarifiée fait également une lIésion cutanée avec des ganglions rapi- 
dement énormes : sacrifié aprés quatre jours pour isolement de la 
souche, il montre lui aussi le tableau d’une peste de virulence trés 
faible avec présence de rares germes polymorphes. La souche récupére 
cependant rapidement sa virulence au cours des passages ultérieurs. 

En présence de ces premiers résultats, on décide dés le retour de la 
mission 4 Téhéran de sacrifier, pour passage individuel au cobaye par 
voie sous-cutanée, la plus grande partie des mérions conservés en 
observation, soit la moitié au moins de chacun des lots provenant d’un 
méme lieu de chasse et dans certains cas la totalité des mérions d’un 
méme lieu. Du deuxiéme au trente-troisitme jour aprés la capture, 
238 mérions (M. persicus) sont ainsi sacrifiés; de ces 238 mérions, 
13 montrent a l’autopsie des signes pouvant étre rapportés a la peste, 
soit : 4 une rate grosse et congestionnée, 2 une rate grosse avec 
adhérences au péritoine, 4 une rate avec des nodules, 1 un abcés péri- 
tonéal et 2 une rate avec des taches blanches. Aucun cependant ne 
montre de germes et le diagnostic de peste ne pourra étre confirmé par 
passage que pour 3 d’entre eux. 

Le premier est un M. persicus sacrifié vingt et un jours aprés sa 
capture : la rate est de volume normal mais présente trois petits 
nodules durs ne contenant aucun germe et montrant seulement des 
phagocytes dégénérés ; culture négative. Le broyat de cette rate est 
inoculé par voie sous-cutanée 4 2 cobayes qui meurent en six et sept 
jours avec un tableau de peste virulenie : la souche passée par peau 
scarifiée se montre de virulence forte. 

Le deuxiéme mérion est un M. persicus sacrifié vingt-six jours aprés 
sa capture: la rate est grosse, congestionnée, avec nodules durs ne 
montrant aucun bacille ni aucun élément cellulaire reconnaissable ; 
culture négative. Le broyat de cette rate et des nodules est inoculé a 
2 cobayes par voie sous-cutanée et a 1 cobaye sur peau scarifiée. Les 
2 cobayes inoculés par voie sous-cutanée meurent aprés cing a sept 
jours, tous deux avec un tableau de peste faiblement virulente : gros 
ganglions suppurés, avec bacilles phagocytés, aucune lésion des organes, 
aucun hbacille décelable ailleurs que dans les ganglions. D’autre part, 
le cobaye inoculé sur peau scarifiée fait une légtre réaction locale qui 
se résorbe en quatre 4 cing jours sans réponse ganglionnaire ; sacrifié 
quatorze jours plus tard, il se montre indemne. 

Le troisitme mérion (M. persicus), sacrifié dix-huit jours aprés sa 
capture, montre une rate 4 peine augmentée de volume avec sept 
nodules miliaires, durs, facilement détachables de la rate, ne montrant 
a Vexamen microscopique aucun bacille ni aucun élément cellulaire 
identifiable ; tous les autres organes sont normaux, et sont également 
négatifs au microscope, toutes les cultures demeurent négatives. Des 
broyats de rate, nodules spléniques, foie sont inoculés sous la peau 
de 3 cobayes et sur la peau scarifiée de 2 autres cobayes : tous meurent 
en quatre a sept jours avec le tableau d’une peste de virulence forte. 

Enfin, les 175 mérions (164 M. persicus et 11 M. libycus) de cette 
zone, conservés en observation, dont 109 proviennent des points mémes 
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ou a été isolée la peste, sont éprouvés de deux A quatre mois aprés leur 
capture ; soumis 4 la piqdre de puces infectées par des souches de 
virulence forte, ils montrent un pourcentage de résistance superposable 
4 celui des mérions témoins provenant de zones non infectées. 

Au total donc, dans cette mission de fin d’été, 522 mérions ont été 
récoltés en zone infectée ; 347 ont été passés au cobaye et 6 souches de 
peste ont été isolées de six points différents. Le pourcenjtage d’infection 
est le plus bas qui ait jamais été trouvé dans ce foyer (1,7 p. 100). 
Aucun animal n’est trouvé mort dans les terriers, aucun non plus ne 
mourra de mort naturelle en observation : toutes les souches ont été 
isolées d’animaux sacrifiés ou morts accidentellement. Tous les miérions 
infectés montraient a l’autopsie des signes de peste chronique ; quatre 
des souches isolées étaient de virulence trés basse. La peste se montre 
done, & lVentrée de l’automne, a4 son minimum dans le foyer. 


En résumé, dans un petit foyer reconnu en 1947 et étudié de 
facon suwie en 1951-1952, la peste montre une remarquable per- 
manence. Elle y revét un aspect cyclique, ou les maximums de 
Venzoolie semblent se situer toujours en hiver au moment ow les 
mérions se rassemblent dans les grands terriers a réserves de 
nourriture, qui semblent bien constituer au premier chef le gite 


permanent de l’infection. 


3° PERENNITE DES FOYERS. 


A coté de la permanence de l’enzootie, la pérennité de la peste 
dans ces foyers, c’est-a-dire sa présence perpétuelle, en opposition 
avec la disparition totale qui est la régle dans les peuplements de 
rongeurs a haute réceptivité aprés les épizooties, apparait, elle 
aussi, liée a la résistance des mérions 4 |’infection. Aucune autre 
explication ne semble possible du fait que nous ayons toujours 
retrouvé la peste en activité enzootique dans ces foyers au moment 
méme que nous nous y présentions et quel que soit ce moment : 
des mois, des années ou méme prés d’un siécle apres que la peste 
y ait été reconnue. 

Nous avons déja cité [2] des exemples de cette pérennité. Le 
foyer de Sar Bagheleh, ot nous avons observé nos premiers cas 
de peste humaine en novembre 1947, est prospecté huit mois plus 
tard, en juin 1948, puis aprés quatre ans en aott-septembre 1951 : 
les deux fois la peste est trouvée chez les mérions. Le foyer 
d’Aghbolagh Morched, dont nous venons de parler, siége d’une 
épidémie humaine en décembre 1947, a toujours montré linfection 
du mérion. Le foyer de Gorveh, trouvé infecté pour la premiére 
fois en mai 1948, montre 4 nouveau des rongeurs positifs lors 
d’une seconde prospection en aodt-septembre 1951. Enfin, sur le 
territoire de villages ou Tholozan avait identifié la peste humaine 
en 1871, la peste des rongeurs est retrouvée en novembre 1948. 
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D’autres faits s’ajoutent constamment a nos observations sur 
cette pérennité. En mai 1952, une épidémie de peste humaine 
éclate au village de Gawmichan, 4 proximité duquel nous avions 
détecté la peste des mérions en juillet 1948. Au mois de juin 1952, 
dans le but de rechercher les points possibles de contact de cer- 
tains peuplements de spermophiles avec un foyer de mérions 
reconnu infecté au mois d’octobre 1949 (foyer de Bizine), une 
mission revient prospecter le méme territoire et retrouve la peste 
du mérion exactement aux mémes points ow elle avait été constatée 
deux ans et demi plus tot. 


En résumé, la peste montre dans ces foyers de rongeurs a récep- 
tivité basse une remarquable pérennité, en opposition avec ce qut 
se passe dans les peuplements de rongeurs a haute réceptivilé ot 
la peste disparait toujours pendant des intervalles de temps plus 
ou moins longs. Ce phénoméne semble daa la résistance des 
mérions & lVinfection, résistance qui, en interdisant Il épizootie, 
empéche le dépeuplement des foyers et permet ala peste de se 
maintenir perpétuellement aux mémes lieux. 


4° [.AMITATION DES FOYERS. 


Nous avons déja donné des exemples [2] de cette limitation des 
foyers, reconnue dans la plupart des territoires de peste des ron- 
geurs sauvages et qui leur a fait donner par les auteurs américains 
le nom trés expressif de « pockets ». Cette limitation nous est 
apparue si étroite et si précise que nous avons pu tenter pour 
l'une de ces poches, celle d’Aghbolagh Morched, d’en tracer les 
« frontiéres » sur la carte. 

Au cours des premiére, quatriéme et cinquiéme missions, dont 
nous avons parlé plus haut, et au cours d’une sixiéme mission, 
d’énormes captures ont été faites pour confirmer les rensei- 
gnements recueillis depuis 1947 sur la « carte » de cette poche. 


Premiére mission. — La chasse est étendue A un rayon de 15 km 
autour de la zone reconnue infectée en 1947 ; comme nous l’avons vu 
plus haut, c’est dans la méme zone exactement qu’est 4 nouveau trouvée 
la peste. Au pourtour immédiat de cette zone, c’est-d-dire dans un 
rayon de moins de 3 km, sont capturés 241 mérions : soit 176 M. persi- 
cus et 65 M. libycus ou shawi. Dans un rayon de 3 a 8 km, la capture 
se monte a 76 mérions, dont 80 M. persicus et 46 M. libycus ou 
shawi. Enfin 98 mérions sont récoltés dans la partie la plus extérieure 
de la zone de chasse (de 8 4 15 km autour du foyer), soit 88 M. persicus 
et 55 M. libycus ou shawi. 

Tous ces mérions, soit au total 410 dont 244 M. persicus et 166 M. 
libycus ou shawi, ont été passés au cobaye, soit immédiatement (tués 
en cours de capture), soit aprés des délais de dix jours A deux mois 
et demi (morts en observation ou sacrifiés). Les passages ont été faits 
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soit par frottement sur peau scarifiée soit, pour la plupart, par voie 
sous-cutanée. Aucun de ces 410 mérions n’était pesteux. 

En résumé, dans cette mission, alors que, comme nous l’avons vu, 
la peste est en activilé dans la zone infectée (7? souches isolées par 
passages des organes de 149 mérions), par contre au pourtour immédiat 
de cette zone les 241 mérions passés au cobaye ne sont pas infectés, 
pas plus que les 169 mérions capturés dans un large périmétre autour 
du foyer. 


Quatriéme mission. — Le territoire de chasse est sensiblement le 
méme que celui de la premiére mission. Au pourtour immédiat de la 
zone infectée (moins de 3 km) sont récoltés 603 mérions, soit 530 M. per- 
sicus, 61 M. libycus et 12 M. shawi. Dans le rayon de 3 A 8 km, la 
capture atteint 3896 mérions: soit 369 M. persicus, 24 libycus et 
3 M. shawi. Enfin dans la zone périphérique sont récoltés 116 mérions, 
dont 91 M. persicus, 13 M. libycus et 12 M. shawi. 

De ces 1115 mérions (990 M. persicus, 98 M. libycus et 27 M. shawi), 
748 au total (soit 688 M. persicus, 49 M. libycus et 11 M. shawi) ont été 
passés au cobaye immédiatement (tués en cours de capture) ou aprés 
dix 4a quarante-quatre jours (morts en observation ou sacrifiés) ; soit : 
418 mérions du pourtour immédiat de la zone infectée (373 M. persicus, 
37 M. libycus et 8 M. shawi), 281 de la zone intermédiaire (269 M. per- 
sicus, 10 M. libycus et 2 M. shawi) et 49 de la zone périphérique 
(46 M. persicus, 2 M. libycus et 1 M. shawi). Ces passages ont été 
effectués soit par frottement sur peau scarifiée, soit pour tous les 
mérions sacrifiés ou trouvés morts dans un état de fraicheur suffisante, 
par voie sous-cutanée. Aucune souche de peste n’a été isolée. 

Soixante-dix-sept mérions ont été seulement autopsiés, mais non passés, 
et la recherche du bacille n’a été faite que par examen microscopique des 
frottis d’organes. 

Enfin 290 mérions, demeurés bien portants aprés deux mois d’obser- 
vation, ont été éprouvés par piqdre de puces infectées dans diverses 
expériences, de deux & quatre mois aprés leur capture : soit 140 M. per- 
sicus, 15 M. libycus et 3 M. shawi du pourtour immédiat de la zone 
infectée ; 77 M. persicus, 12 M. libycus et 1 M. shawi de la zone inter- 
médiaire ; 37 M. persicus et 5 M. libycus de la zone périphérique. La 
sensibilité de ces mérions s’est montrée superposable a celle des mérions 
témoins capturés en zone indemne de peste, dans les environs de 
Téhéran. 

En résumé, dans cette mission, alors que le passage au cobaye de 
100 mérions capturés en zone infectée a permis d’isoler, comme nous 
l’avons vu, 3 souches de peste, le passage de 418 mérions provenant du 
pourtour immédiat de cette zone demeure négatif ; il en est de méme 
pour les 330 mérions capturés dans les alentours du foyer. 


Cinquiéme mission. — Le territoire de chasse est circonscrit 4 un 
rayon de 8 km. Au pourtour immédiat de la zone infectée (moins de 
3 km) sont récoltés 534 mérions : soit 430 M. persicus, 103 M. libycus 
et 1 M. shawi. Dans le rayon de 3 a 8 km., la capture atteint 
331 mérions : soit 234 M. persicus, 94 M. libycus et 3 M. shawit. ; 

De ces 865 mérions (664 M. persicus, 197 M. libycus et 4 M. shawi), 
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321 au total (soit 267 M. persicus, 53 M. libycus et 1 M. shawi) ont été 
passés au cobaye immédiatement (tués en cours de chasse) ou apres 
deux A trente-six jours (morts en observation ou sacrifiés) ; soit 
202 mérions du pourtour imimédiat de la zone infectée (166 M. persicus 
et 36 M. libycus) et 119 de la zone des 348 km (101 M. persicus, 
17 M. libycus et 1 M. shawi). Ces passages effectués par voie cutanée ou 
sous-cutanée n’ont permis l’isolement d’aucune souche de_ peste. 
30 mérions n’ont pu étre passés et la recherche de la peste a été faite 
seulement au microscope sur les frottis d’organes. 

Les 514 mérions demeurés bien portants aprés deux mois d’obser- 
vation ont été éprouvés par piqtire de puces infectées dans vingt-six expé- 
riences différentes, de deux a trois mois et demi aprés leur capture : soit 
249 M. persicus, 61 M. libycus et 1 M. shawi du pourtour immédiat de 
la zone infectée et 132 M. persicus, 69 M. libycus et 2 M. shawi de la 
zone des 3 a 8 km. La sensibilité de ces mérions Aa l’infection s'est 
montrée identique d celle de mérions témoins de la région de Téhéran, 
indemnes de peste. 

En résumé, dans cette cinquiéme mission, alors que le passage au 
cobaye de 847 mérions capturés en zone infectée a permis, malgré la 
faible virulence de la peste dans le foyer a cette époque, d’jsoler 
6 souches de peste, le passage de 521 mérions capturés dans un rayon 
de 8 km autour de cette zone est demeuré négatif. 


Sixiéme mission. — Cette mission n’a pas été citée au chapitre II ; elle 
était en effet strictement limitée & la périphérie de la zone infectée et 
n’a pas chassé dans cette zone. Les captures de cette mission ont donc 
toutes éié faites dans le large périmétre déj& prospecté autour du 
foyer en insistant sur le cdté Est, qui n’avait pas été prospecté 4 fond 
jusque-la. 

Trois cent quatre-vingt-trois mérions ont été capturés [31 M. per- 
sicus, 350 M. libycus et 2 M. shawi] (38). 

De ces 383 mérions, 351 ont été passés au cobaye, soit immédiatement 
(trouvés morts dans les piéges), soit de un A vingt-huit jours aprés leur 
capture (morts d’observation, d’accident ou sacrifiés) : soit 29 M. per- 
sicus, 320 M. libycus et 2 M. shawi. Sauf pour 26 M. libycus morts dont 
les organes putréfiés ont di étre passés par frottement sur peau scarifiée, 
le passage de tous les autres mérions a été fait par voie sous-cutanée. 
Aucune souche de peste n’a été isolée. 

En résumé, dans cette siziéme mission, 351 mérions provenant de 
la périphérie de la zone infectée ont été passés au cobave et se sont 
montrés indemnes de peste. 


Au total donc, dans ce travail de délimiiation du foyer d’Agh- 
bolagh Morched nous avons pu dessiner de facon extrémement 
précise la « carte de la peste ». Ce foyer mesure moins de 20 km? 


(3) Il est & noter que, dans cette mission, la proportion habituelle des 
especes, toujours A l’avantage du M. persicus, est renversée au profit du 
M. libycus. Les captures ont en effet été faites presque uniquement au 
piége (nasse) ott le M. persicus, plus méfiant, se prend plus difficilement. 
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et en certains points nous avons pu en fixer la « frontiére » a 50 m 
pres. Alors que le peuplement des mérions est partout le méme 
dans la région, voire souvent plus dense en zone non infeclée, 
alors que rien ne permet de distinguer au point de vue sol, plantes, 
exposition, etc., telle colline de telle autre, telle vallée de ruisseau 
de celle de son confluent, la peste se limite rigoureusement & une 
aire bien définie. Sur 1 220 mérions récoltés en un an dans cette 
aire infectée, 777 ont été passés au cobaye : 41 étaient pesteux ; 
dans le méme temps, au pourtour de cette aire infestée, sur 
2773 mérions récoltés, 1830 passés au cobaye se sont montrés 
indemnes d’infection. 

Ce phénoméne s’explique sans doute au premier chef par 
Vertréme sédentarisme de ces mérions que nous éludierons par 
ailleurs, mais aussi par leur résistance & l’infection, qui en géne 
considérablement l’ extension. 


5° FIXITE DES FOYERS. 


Corollaire de la permanence, de la pérennité et de la limitation 
des foyers, leur fixité apparait également liée Ala résistance a 
lV infection des rongeurs, qui permet aux zones infectées de demeurer 
habitées en tous temps et a la peste de se maintenir dans les mémes 
terriers sur des puces infectées se nourrissant sur des rongeurs 
résistants. 

Dans la partie expérimentale de ce travail, que nous publierons 
par la suite, nous montrerons combien aisément peut étre reproduit 
au laboratoire ce phénomene de la quasi perpétuité de la peste dans 
un méme terrier; nous donnerons seulement ici le détail des 
constatations faites dans la nature, qui ont mis en évidence pour 
nous ce phénoméne. Ainsi qu’il a été dit plus haut, les peuplements 
de mérions sont remarquables par l’existence de grands terriers 
permanents, habités a longueur d’années, mais ot les rongeurs 
amassent en automne de considérables réserves et se rassemblent en 
hiver en abandonnant les petits terriers peu profonds l’été. Ces 
terriers permanents, comprenant jusqu’a 20 m de galeries ramifices, 
avec une dizaine d’orifices, des chambres de réserve de fourrage, de 
grain, des chambres d’habitation et des heux de déjection, sont en 
perpétuel remaniement, mais sont utilisés en permanence pendant 
un nombre d’années que nous n’avons pu fixer encore exactement, 
mais gui parait pratiquement illimité. . 

C’est la plupart du temps dans de tels terriers que, comme nous 
avons dit plus haut (chapitre I), nous étions frappés de trouver 
a coté de cadavres de mérions pesteux, des animaux vivants non 
infectés. Deux observations précises ont pu étre faites au cours 
de la troisieme mission, mettant en évidence le fait et le rdle de 
la résistance des mérions a l’infection pesteuse. 
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Le 26 janvier, au cours du défongage d’un grand terrier permanent, 
le cadavre d’un M. persicus, en état de putréfaction avancée malgré le 
froid tres vif, est trouvé dans une galerie. Dans la chambre d’habitation 
en cul-de-sac ot elle conduit, sont capturés 3 M. persicus vivants. L’état 
de putréfaction du cadavre laisse supposer que la mort remonte a plus 
de deux semaines ; l’autopsie ne montre aucun signe particulier, ]’exa- 
men microscopique des organes révéle une pullulation de germes de 
putréfaction ; le passage des organes au cobaye est effectué par frottement 
sur peau scarifiée. En méme temps, les 3 mérions vivants sont soigneu- 
sement épucés : sur le premier sont récoltées 2 Xenopsylla, 1 Nosopsyllus 
et 3 Stenoponia ; sur le deuxiéme 1 Xenopsylla et 2 Stenoponia et sur 
le troisitme 4 Xenopsylla, 3 Nosopsyllus et 4 Stenoponia. Les 7 Xenop- 
sylla sont broyées ensemble et inoculées sous la peau d’un cobaye, les 
4 Nosopsyllus sous la peau d’un second cobaye et les 9 Stenoponia sous 
la peau d’un troisiéme. 

Le cobaye inoculé par scarifications cutanées meurt de peste en six 
jours avec le tableau d’une infection aigué, faisant la preuve de la 
peste du mérion trouvé mort dans le terrier. Les 3 cobayes inoculés avec 
les puces récoltées sur les mérions vivants meurent de peste aigué en 
quatre, cing et cing jours, faisant ainsi la preuve que les mérions 
vivants étaient porteurs de puces infectées. Ces 3 mérions sont gardés 
en observation, parfaitement bien portants jusqu’au 15 mars. A cette 
date, trente-neuf jours apres leur capture, ils sont sacrifiés pour 
passage au cobaye. Aucun des trois ne montre de signe d’infection, le 
passage est négatif. 

Le 27 janvier, dans un, grand terrier permanent également, est trouvé 
dans une chambre de réserve le cadavre sans téte et putréfié d’un 
M. persicus dont la mort parait remonter 4 prés d’un mois ; dans une 
chambre d’habitation est capturé un M. persicus vivant. Comme dans 
le cas précédent, le passage des organes du cadavre au cobaye est positif ; 
Vinoculation au cobaye de 2 Xenopsylla et 6 Nosopsyllus capturées 
dans la fourrure du mérion vivant est également positive. Ce mérion, 
conservé en observation jusqu’au 8 mars (quarante et un jours) parfai- 
tement bien portant, est sacrifié et passé au cobaye. Pas de peste. 


La présence, dans des terriers habités en permanence, de 
cadavres de rongeurs pesteux a cdté de rongeurs sains porteurs 
de puces infectées met en évidence une possibilité de conserva- 
tion particuliérement aisée dans ces terriers, en opposition avec 
ce qui se passe dans les peuplements de rongeurs réceptifs ow 
la mortalité quasi totale de ces rongeurs laisse & jeun les puces 
des terriers. 

La fixité de Pinfection en certains lieux en parait en tous cas 
expliquée, si on tient compte du sédentarisme de ces espéces de 
mérions. Certains points, dans nos enquétes, semblent immua- 
blement infectés, avec une fixité absolue. Les terriers des alen- 
tours immédiats du moulin (Assiab Djangal) ot s’est contaminé 
le jeune gargon, origine de l’épidémie humaine, nous donnent en 
décembre 1947, 2 mérions pesteux; en septembre 1951, 1; en 
décembre de la méme année, 4 et A la fin de janvier 1952, 1. La 


RESISTANCE A LA PESTE DES RONGEURS SAUVAGES 429 


a 


chasse dans une petite vallée de 300 m de longueur sur 100 de 
largeur (vallée de Saghbolagh) donne 2 mérions infectés en 1947, 
l en septembre 1951, 2 en décembre 1951 et 3 en septembre 1952. 

Le heudit Tchatakh, confluent de deux ruisseaux entre des 
collines et dont la superficie n’atteint pas 1 km?, donne 3 mérions 


infectés en 1947, 1 en septembre 1951, 2 en décembre 1951 et 1 en 
janvier 1952. 


En résumé, nous avons trouvé dans de grands terriers per- 
manents, a cété de mérions morts de peste, des mérions vivants 
porteurs de puces infectées. Ces mérions conservés en observation 
bien portants pendant trente-neuf a quarante et un jours se sont 
montrés indemnes d’infection. Ce phénoméne, aisément reproduit 
au laboratoire en terriers artificiels, explique a la fois la pérennité 
et la fixité de infection ; il existe, dans ces foyers, des terriers ow 
la peste se maintient en permanence. 


6° DirFICULTE DU DEPISTAGE. 


La premiere difficulté rencontrée dans le dépistage de ces foyers 
enzooliques de rongeurs sauvages résistants est l’absolue limitation 
des aires infectées et leur surface trés réduite. Le foyer d’Aghbolagh 
Morched dont nous venons de parler et qui est le seul que nous 
ayons pu délimiter de fagon absolument précise mesure moins 
de 3 km de largeur sur un peu plus de 6 km de longueur. D’autres 
foyers, sur lesquels nous n’avons pu rassembler que des rensel- 
enements épisodiques, semblent plus petits encore. 

Il est bien évident qu’en l’absence d’espéces sensibles sujettes a 
une mortalité nombreuse et jouant le role de détecteur au contact de 
ces foyers (4), leurs petites dimensions les rendent trés difficilement 
découvrables, méme par un « ratissage » trés soigné du_ terrain. 
Si, a la lumiére des notions acquises et exposées 1c] nous revoyons 
notre travail de quatre ans de prospection pour la délimitation de 
la région infectée, relaté dans notre premiére publication [2], nous 
devons bien reconnaitre que les mailles de notre filet étaient beau- 
coup trop larges pour accrocher des foyers aussi petits et que 
lV’aire couverte par nos territoires de chasse de village a village, en 
apparence contigus, comportait des « trous » de surface beaucoup 
plus étendue que celle du foyer d’Aghbolagh Morched. L’exemple 
de Mazidabad, que nous avons donné dans notre premiucre publi- 
cation (page 456), ow la peste humaine apparait dans un territoire 
gue nous considérions comme indemne, est caracteristique. 


(4) Nous rappelons que depuis cinq ans au Kurdistan, seul l’homme 
a joué ce réle. 
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Une autre difficulté est l’extréme discrétion du tableau de la 
peste a l’autopsie de ces rongeurs résistants et la fréquence des 
formes de peste « occulte » (5). Sur 92 mérions trouvés pesteux en 
cing ans dans le foyer du Kurdistan, 21 seulement montraient a 
lautopsie quelque anomalie, soit 1 une légére congestion du pou- 
mon gauche sans autres signes ; 2 une hypertrophie des ganglions 
inguinaux ou axillaires sans autres signes ; 7 une augmentation de 
volume de la rate, soit trés faible, soit atteignant le double du 
volume normal, sans autres signes; 1 une légére augmentation de 
volume de la rate et un ganglion inguinal gauche hémorragique ; 
1 une augmentation de volume de la rate avec un aspect en « gelée 
de groseille » de l’intestin (signe fréquemment retrouvé dans la 
peste aigué expérimentale du mérion) et une hypertrophie gan- 
glionnaire ; 1 une augmentation de volume, avec abcés, de la rate 
et une hépatisation du lobe inférieur du poumon gauche ; 1 une 
hypertrophie considérable, avec infarctus, de la rate et un aspect 
en « gelée de groseille » de l’intestin ; et 7 enfin une hypertrophie 
splénigue plus ou moins marquée, avec abcés de tailles variées ou 
nodules cicatriciels. De ces 21 mérions présentant des signes 
macroscopiques pouvant étre rapportés 4 la peste, 9 ne montraient 
aucun bacille dans les frottis de foie, rate, poumon, ganglions et 
sang du coeur. 

Des 71 mérions ne présentant aucun signe macroscopique a 
Pautopsie, 34 seulement montraient des bacilles bipolaires dans 
les frottis d’organes. Encore doit-on compter avec le fait que la 
plupart de ces animaux étaient plus ou moins putréfiés et 
montraient 4 c6té des bacilles bipolaires d’autres formes micro- 
biennes, ce qui ett interdit d’affirmer la peste en l’absence d’un 
passage positif au cobaye. En effet dans de nombreux cas, chez 
des animaux putréfiés, le diagnostic de suspicion de peste, rendu 
sur l’examen des frottis, n’a pas été confirmé par passage. Au 
total donc, sur 92 mérions reconnus pesteux, 43 seulement mon- 
traient dans leurs organes des bacilles bipolaires suspects d’étre 
des bacilles pesteux; 49 présentaient l’infection occulte. Des 
43 mérions a peste visible, 22 seulement eussent permis le dia- 
gnostic de certitude sans passage au cobaye. On remarquera 
pourtant que dans notre premier travail [2], a part 2 mérions dans 
la premiére mission, nous n’avons tenu compte que des souches 
dtument confirmées par passage au cobaye. Aucune autre tech- 
nique & notre sens ne peut étre adoptée dans cette recherche des 


(5) Nous préférons ce mot « occulte » (qui existe également en 
anglais avec le méme sens) A ceux utilisés jusqu’A présent : « imappa- 
rente », auquel Charles Nicolle a attaché le sens bien prévis d’infection 
4 évolution enti¢rement asymptomatique, et « latente » qui implique un 
devenir. Nos recherches expérimentales nous ont en effet montré que 
ces formes ne sont que des formes de peste résiduelle (resolving plague). 
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foyers enzootiques de rongeurs sauvages ; aucun résultat ancien 
ou futur ne peut étre pris en considération si des passages systé- 
matiques massifs de rongeurs ou de puces a l’animal sensible 
nont pas été effectués. 

L’allure cyclique de la peste dans ces foyers sauvages avec des 
phases de silence, que les observations faites jusqu’a présent 
situent plus spécialement en été, crée une difficulté supplémentaire 
grave. C’est en effet précisément a cette saison que les possibilités 
de circulation et de chasse sont les meilleures dans les zones ov 
la neige et la boue rendent pendant prés de six mois les recherches 
sinon impossibles, du moins extraordinairement difficiles et 
pénibles. Sur les 92 mérions trouvés infectés au Kurdistan, 46 
appartiennent a 4 missions d’hiver (novembre, décembre et jan- 
vier) ; les 46 autres ont été trouvés par 11 missions de printemps, 
d’été ou d’automne ayant capturé un nombre d’animaux prés de 
sept fois supérieur au total des 4 missions d’hiver. Les seules 
missions ayant chassé uniquement en zone infectée, c’est-a-dire les 
missions d’Aghbolagh Morched, dont nous avons parlé plus 
haut, ont relevé des pourcentages de 1,7, 3 et 4,7 p. 100 en été 
contre 13,4, 14,8 et 32,5 p. 100 en hiver. Nous avons dit plus haut 
que sur les 92 mérions pesteux trouvés au Kurdistan, 49 pré- 
sentaient Vinfection occulte, indécelable autrement que par le 
passage au cobaye. De ces 49 mérions, 7 seulement appartiennent 
aux missions d’hiver, contre 39 montrant des bacilles ; alors que 
dans les missions de printemps, d’été et d’automne, 42 mérions 
sont en état d’infection « occulte » contre 4 seulement montrant 
des bacilles au microscope. 

Une derniére difficulté enfin consiste dans la nécessité de 
sacrifier et de passer le plus possible de rongeurs sur place. Dans 
l'état actuel de nos observations, il apparait en effet que les 
formes « occultes » de longue durée sont rares et que la guérison 
chez les mérions résistant a l’infection est, dans la régle, rapide. 
Sur les 92 souches isolées, 86 l’ont été de mérions trouvés morts 
dans la nature, tués au cours de capture, sacrifiés ou morts 
d’accident, de bataille ou de mort naturelle dans les premiers jours 
de l’observation ; 6 souches seulement ont été isolées plus de dix 
jours aprés la capture : soit 2 de mérions morts spontanément 
en observation aprés quatorze et vingt-deux jours et 4 de mérions 
sacrifiés dix-huit, vingt et un, vingt-six et quarante-sept jours 
aprés leur capture. 


En résumé, la recherche systématique des foyers enzootiques de 
peste sauvage s’avére extrémement difficile. La trés pelite surface 
de ces foyers, la rareté de l’infection surtout a certaines époques, 
l’ existence de formes occultes, la breve durée de Vinfection chez les 
animaux survivants, obligent, lorsque manque le détecteur sensible 
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(épizoolies d’espéces réceptives ou épidémies humaines au contact 
de ces foyers), a adopter les principes suivants : 

1° « Ratissage » trés serré du terrain : une enquéte a chiffres 
énormes est sans valeur si elle est éparpillée. 

2° Captures massives a cause des pourcentages tres bas d’in- 
fection dans les foyers de rongeurs résistants. 

3° Passage systématique a l’animal sensible des rongeurs cap- 
turés et des puces récoltées: la fréquence des formes occultes 
interdit le diagnostic de Vinfection sur le simple examen macro- 
el microscopique. 

4° Passage précoce des animaux capturés a cause de la briéveté 
ordinaire de Vinfection chez les rongeurs résistants. 

5° Choix des saisons favorables, en dehors desquelles l’infection 
devient trés difficilement décelable. 


7° DiIscussION. 


Les faits observés dans le foyer de peste du Kurdistan et rap- 
portés ici montrent la résistance naturelle des mérions, proprié- 
taires de l’infection dans ce foyer. Dans les notes ultérieures de 
cette publication, nous étudierons la nature de cette résistance et 
nous montrerons qu'elle est propre 4 ces espéces, qu’elle n’est 
pas due & une immunité acquise ou héréditaire, ni méme a une 
résistance particuliére 4 la maladie, mais qu’elle est le fait d’un 
seul de réceptivité exceptionnellement élevé. 

Mais dés a présent nous voudrions attirer l’attention sur les 
faits suivants. 

a) Indiscutablement au Kurdistan existent dans une vaste région 
de nombreux petits foyers de surface trés limitée (pockets) ot la 
peste persiste en permanence uniquement sur le mérion, rongeur a 
réceptivité trés basse. La peste peut done se maintenir dans un 
foyer sauvage seulement sous la forme enzootique, sans épizooties, 
avee une fixité et une pérennilé remarquables, en l’absence ou sans 
la participation d’espéces sensibles. 

Cette conception est assez différente de celle exprimée par 
Tikhomirova, qui a étudié la premiére en détail la peste du mérion 
dans la nature. En effet, cet auteur, dont nous avons pu traduire 
en entier les travaux, seule [43] ou en collaboration avec Zagors- 
kaia et IVin [44], n’a jamais écrit que le mérion Meriones (Palla- 
stomys) meridianus pouvait étre unique réservoir de virus de la 
peste dans la région sablonneuse au nord de la mer Caspienne 
entre Volga et Oural, mais seulement le principal réservoir de 
virus aux cdtés de la souris domestique Mus musculus wagneri Ev., 
du mérion Meriones tamaricinus Pall., du campagno! Microtus 
arvalis Pall., et surtout de la gerboise Dipus sagitta Pall. Mieux 
méme, bien qu’il ressorte clairement de ses expériences d’inocu- 
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lation que le M. meridianus présente une résistance considérable a 
la peste et bien qu’elle ne l’ait trouvé que trés rarement infecté 
dans la nature, Tikhomirova parlera toujours de ce mérion comme 
d’un animal a sensibilité normale, tant elle reste persuadée que 
cette sensibilité est une condition sine qua non du role qu’elle lui 
attribue. Avec Zagorskaia et Il’in, elle écrit : « 62,5 p- 100 des 
6pizooties frappent les Pallasiomys meridianus Pall., qui sont 
extrémement sensibles a la peste... ». La répétition constante dans 
ses écrits du mot « épizootie » A propos de M. meridianus montre 
assez combien Tikhomirova considére ce phénoméne comme une 
nécessité, alors que le mot « épizootie » comme le chiffre 
de 62,5 p. 100 sont basés seulement sur quatre constatations de 
peste chez ce mérion en sept ans (1926-1933) : soit 1 M. meridianus 
apporté vivant au laboratoire et 3 cadavres. D’autre part ni 
Tikhomirova ni, aA notre connaissance, aucun autre auteur de 
Institut de Saratov, n’a jamais publié de chiffres globaux de 
captures de M. meridianus effectuées dans cette région, alors que 
ces chiffres eussent fait apparaitre la rareté de l’infection chez 
ce mérion. 

Le principe que nous défendons est exactement inverse : le 
mérion, et sans doute d’autres espéces de rongeurs a réceptivité 
faible, doivent étre les conservateurs et propriétaires de la peste, 
non pas malgré leur résistance, mais grace a leur résistance. 
Pollitzer, dans le paragraphe consacré 4 Ja persistance de l’in- 
fection de ce monument sur la peste que sont ses « Plague 
studies » [42], tout en refusant & ce principe un caractére uni- 
versel («... cannot agree with the thesis of Baltazard and his 
colleagues that the presence of such a reduced susceptibility of the 
host herds is a sine qua non for the continuation of the infection ») 
se range sans réserve au point de vue que nous avions exprimé 
dans notre premier travail [2] au sujet des foyers d’Afrique du 
Sud, d’U. R. S. S. et de l’Iran et conclut : « No doubt can exist 
that, in some of the species involved, a reduced susceptibility of 
the animals to infection with P. pestis is instrumental in creating 
(such) an equilibrium. This mechanism is at work in the case of 
species such as the Namaqua gerbils of South Africa, the Meriones 
meridianus of south-east Russia, and also... in case of the 
Meriones forming the plague reservoir in Iranian Kurdistan ». 

b) En fait, la résistance particuliére que montrent les especes 
a sensibilité basse, trés différente de celle que peuvent présenter 
dans certaines conditions les espéces a haute sensibilité, nous 
apparait bien comme la condition sine qua non de la permanence 
de la peste. es 

La présence de mérions vivants, porteurs de puces infectées, 
dans les terriers, a cété de cadavres anciens de mérions pesteux, 
dont nous avons parlé au chapitre V, met en évidence une possi- 
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bilité de conservation particuliérement aisée de l’infection dans ces 
foyers. Il parait en effet certain et généralement admis qu’en 
dehors de la forme trés spéciale qui peut étre produite expérimen= 
talement chez les rongeurs hibernants mais dont le role et méme 
lexistence dans la nature n’ont jamais pu étre démontrés, les 
formes de peste chronique ou de peste latente (inapparente, 
occulte) chez le vertébré ne jouent aucun role dans la conservation 
de Vinfection et que c’est aux puces que revient ce rdle. Les 
travaux faits en U. R. S. S., en Inde, a Madagascar, en Afrique du 
Sud, en Amérique du Sud et aux U.S.A. ont montré la longue 
persistance chez les puces et particuliérement les puces de ron- 
geurs sauvages dans les conditions expérimentales et naturelles et 
la trés longue survie de ces puces infectées. 

Toutefois, un chainon manquait encore. Bien que dans quelques 
cas, l’infection ait pu étre retrouvée chez les puces dans la nature 
un temps assez long aprés l’épizootie chez les rongeurs et que la 
recherche systématique de la peste chez les puces dans les foyers 
ait fini par étre adoptée par tous les chercheurs comme une des 
méthodes les plus efficaces de détection de l’infection ; bien que les 
erands spécialistes de la peste Pollitzer [42], Macchiavello [9], 
aient fait appel a un « équilibre » permettant a linfection de se 
maintenir entre puces infectées, rongeurs immunisés et rongeurs 
sensibles nouveaux venus ou nouveau-nés, il restait évident que cet 
équilibre était par définition instable, incapable d’expliquer les 
longs silences interépizooluques aussi bien que la conservation 
millénaire de Vinfection. En fait, tous les auteurs qui avaient eu a 
travailler la conservation de Vinfection chez les puces avaient dt 
Je faire sur des puces conservées a jeun, les rongeurs hibernants 
se montrant seuls capables de nourrir de telles puces sans mourir 
de infection, ce qui explique d’ailleurs en grande partie la faveur 
dont ils ont jou. 

Chez les mérions du Wurdistan, et expérimentalement chez 
plusieurs espéces a sensibilité basse, le probléme apparait tout 
différent. C’est sur des rongeurs non pas immunisés mais sponta- 
nément résistants a linfection que vivent les puces infectées 
venant des animaux morts de peste. Sit Von sait, comme nous le 
montrerons dans la partie expérimentale de ce travail, que de 
tels mérions peuvent étre d’authentiques « porteurs sains » de 
puces infectées, garder une réceptivité intacte et mourir a leur 
tour de peste si les conditions viennent a changer ; que des mérions 
a résistance individuelle moins forte, mis au contact des précédents 
peuvent mourir de la peste contractée de leurs puces : la perpétuité 
de la peste chez les espéces résistantes a terriers permanents 
apparait alors comme aisément explicable. 

Le maintien de infection dans ces foyers sauvages nous apparait 
done étre assuré par les puces des rongeurs sauvages, de facon 
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rigoureusement permanente, a condition que ces rongeurs pré- 
sentent une résistance a l’infection suffisante et vivent de facon 
continuelle dans les mémes terriers. Ce point de vue s’oppose a 
celui exprimé par Pollitzer [12] qui, citant une phrase de K. F. 
Meyer et Eddie (...sylvatic plague persists probably indefinitely in 
an area once invaded), écrit : « Though its is undoubtely the case, 
it does not seem very likely that the same burrows or colonies 
remain continually infected throughout prolonged periods ». 

c) La peste peut done dans certains foyers se maintenir uni- 
quement sur des rongeurs a haute résistance, sans aucune inter- 
vention des espéces a sensibilité élevée. Dans le cas du Kurdistan, 
ces espéces en effet, ou bien ne sont représentées en certains 
points que par de trés rares exemplaires, ou bien en d’autres 
points existent en peuplements considérables (Citellus), mais 
échappant a l’infection depuis quatre ans que nous les observons. 
Ainsi, au Kurdistan, non seulement les espéces sensibles et en 
particulier les Citellus ne jouent aucun role dans le maintien de 
Vinfection, mais encore leur présence n’est méme pas nécessaire 
a son évolution. Ces espéces sensibles, lorsqu’elles s’infectent, 
ne sont que des victimes épizootiques d’une infection qui leur est 
normalement étrangére et dont leur intervention méme ne peut 
modifier le visage. 

Ces constatations vérifient Vhypothése émise en 1935 pour le 
foyer du nord de la Caspienne (connu sous le nom de foyer du 
sud-est de ?U. R. S. S.) par Tikhomirova, Zagorskaia et Il’in [44] 
qui écrivent : « Il nous parait que les puces ne peuvent pas étre 
considérées comme les conservateurs du virus pesteux dans les 
conditions naturelles dans les terriers (des sousliks) pendant une 
période prolongée, d’une saison estivale jusqu’a l’autre... Consi- 
dérant le fait de la répétition des é6pizooties de peste presque 
chaque année dans la région des sables (Baikadam) {zone Sud] chez 
les Pallasiomys meridianus Pall. et Dipus sagitta Pall., absence 
totale du petit souslik dans cette région et la possibilité établie 
(Tikhomirova) de la conservation prolongée du virus pesteux chez 
les Pallasiomys meridianus Pall., il apparait nécessaire de consi- 
dérer la région des sables comme un foyer enzootique autonome de 
peste. En se basant sur nos études on peut admettre que dans la 
région de Djangal [zone intermédiaire] les épizooties de peste chez 
les rongeurs naissent de la région des sables, et s’étendent 
ensuite a la population des sousliks habitant la steppe {zone 
Nord] ». 

Depuis notre premiére publication nous avons pu étudier en 
détail un des points de contact de la peste du mérion avec un des 
grands peuplements de Cifellus du Kurdistan (6). Les constatations 


(6) A paraitre dans ces Annales, 
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faites confirment ce que nous avons précédemment écrit: le 
Citellus n’est ni au Kurdistan, ni sans doute nulle part ailleurs 
dans le monde, réservoir de virus, au sens vrai du terme, de la 
peste. Le mot « réservoir de virus » a été en effet a notre sens 
trop largement utilisé pour tout animal sensible ou trouvé infecté 
dans la nature, alors qu’il devrait étre appliqué seulement aux 
hotes qui assurent réellement la conservation du virus. Le chapitre 
« Réservoirs de virus » doit en tout cas, a notre avis, étre 
révisé et les sciuridés fouisseurs (spermophiles, sousliks, ground 
squirrels, prairie dogs, etc.) doivent passer du paragraphe « Hotes 
primaires » (Primary reservoir hosts) a celui des « Hétes secon- 
daires » (Subsidiary species, rongeurs de complément), si ce 
n’est a celui des « Hotes accidentels », tant il est vrai que la conta- 
mination, et l’épizootie chez ces espéces ne sont qu'un accident, au 
méme titre que l’épidémie chez homme dans ces régions. 

d) Que la peste des foyers sauvages appartienne aux espéces 
résistantes plutot qu’aux espéces sensibles, qu’elle soit la pro- 
priété du mérion par exemple et non du spermophile, la question 
en apparence ne s’en trouve guére changée du point de vue de 
l’épidémiologie de la peste humaine dans ces foyers. Que la peste 
ravage 4 grand bruit des peuplements d’espéces sensibles, ou 
qu’au contraire elle se maintienne silencieusement chez des espéces 
résistantes, la contamination humaine reste dans ces foyers sau- 
vages un accident rare. Si Vhécatombe épizooltique chez les 
sciuridés fouisseurs libére une quantité énorme de puces, ces puces, 
par contre, sont peu aptes a piquer homme ; si les Xenopsylla de 
mérion piquent Vhomme volontiers, par contre la survie de nom- 
breux animaux en territoire infecté empéche Ja libération de ces 
puces. 

En fait, les documents montrent que les contaminations humaines 
en foyer sauvage ne sont guére plus fréquentes en pleine épizootie 
d’espéces sensibles qu’en territoire enzootique et que seule la 
présence de rongeurs commensaux peut aggraver le tableau. Ces 
cas humains en Foy er sauvage restent toujours isolés tout le temps 
que ne s’établit pas la contagion interhumaine : l’épidémie humaine 
en foyer de peste sauvage est illustration méme de la trans- 
mission interhumaine. Transmission interhumaine par voie respi- 
ratoire donnant naissance a des bouffées de peste pulmonaire, 
transmission parr ectoparasites humains créant de petites épidémies 
du type méme de la peste rurale définie par G. Blanc et Pun de 
nous |4]: « Peu de temps aprés (l’épizootie) commencent d’appa- 
raitre les premiers cas humains rares, sporadiques, et qui restent 
toujours isolés s’ils ne sont pas mortels. A partir des cas humains 
mortels, de petites bouffées épidémiques meurtriéres mais limitées 
4 la maison ou au groupe de maisons, sans extensibilité trés 
grande. Peu souvent des transports par Vhomme A partir d’un 
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foyer et la création d’un nouveau foyer limité. Ces foyers de 
maison ou de famille s’éteignent rapidement... » 

Les cas de peste bubo-septicémique en foyer sauvage aux 
U.S. A., ot JVectoparasitisme humain est nul, restent prati- 
quement toujours isolés ; au Kurdistan, la densité de ce para- 
sitisme crée facilement |’ épidémisation. 

e) L’intérét de la connaissance d’une peste enzootique des espéces 
résistantes, cachée en quelque sorte derriére ou sous les épizooties 
des espéces sensibles, devient considérable si lon étend cette 
notion, indiscutable a notre sens en ce qui concerne les sciuridés 
fouisseurs, a l’espéce sensible numéro un : le rat. Nous avons déja 
dans notre précédent travail [2], défendu cette hypothése, qui 
ferait du rat, non plus le grand propriétaire de la peste, mais un 
rongeur de liaison (liaison rodent), a vrai dire d’une importance 
capitale. Cette hypothése expliquerait l’inexplicable et perpétuelle 
renaissance de la peste du rat, peste dont cependant personne ne 
songe a mer qu'elle tende toujours spontanément a l|’extinction. 
Elle ne prétendrait nullement rendre compte de toute la peste 
murine, puisqu’il est indéniable que Vinfection, une fois installée 
chez ces rongeurs, peut y persister longtemps et s’étendre de 
région a région, de port a port, de continent A continent, rapi- 
dement transportée au loin par ce perpétuel voyageur qu’est 
le rat. 

Mais elle ferait justice de la notion des « foyers murins » de 
la peste, lune des plus solidement établies et des moins prouvées 
de la pestologie et modifierait profondément le tableau de |’épizoo- 
logie de la peste. 

Que cette hypothése apparaisse séduisante ou non, il est indis- 
culable qu’elle ne peut étre rejetée d’emblée, et si nous l’avons 
dans notre premier travail exprimée sous une forme particulié- 
rement impérative, c’est que nous souhaitions que d’autres cher- 
cheurs tentent de la confirmer ou de Vinfirmer, puisque |’absence 
du rat dans notre foyer du Kurdistan nous interdisait de chercher 
4 en apporter une preuve, autre qu’expérimentale. 

La question que nous posons comporte en vérité deux propo- 
sitions : 

1° Dans les foyers classiquement reconnus comme foyers murins 
purs, parce que n’y a jamais été observée aucune peste épizootique 
des rongeurs sauvages, l’infection ne pourrait-elle exister chez les 
espéces sauvages résistantes, sous la forme tres discrete et diffi- 
cilement décelable qu’elle affecte chez ces espéces ? 

2° Si cette peste existe, quel rdle peut-elle jouer dans ces foyers 
dans la genése de la peste murine ? 

Si l’on tient compte des difficultés de détection de lV infection 
chez les espéces résistantes, que nous avons énumérées dans ce 
travail, et des régles que nous avons énoncées pour cette recherche, 
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on peut dire que cette question n’avait recu jusqu’a présent nulle 
part dans le monde de réponse satisfaisante. 

C’est dans le foyer sans doute le plus solidement classé comme 
« foyer murin pur », celui du Kenya, que R. B. Heisch [8] vient 
d’apporter une réponse a la premiere de ces propositions. Tra- 

vaillant dans un des foyers ruraux anciens du Kenya, a l’occasion 
de l’éclosion d’une épidémie de peste humaine manifestement 
d’origine Rattus, Heisch mettait en évidence l’infection des ron- 
geurs sauvages, non seulement aux abords de ce foyer (Rongai), 
mais également « several miles from human dwellings ». 

R. B. Heisch, avec prudence, ne tire dans sa premiére publi- 
cation aucune déduction de sa découverte et ce n’est pas a nous, 
qu’il a bien voulu tenir constamment au courant de ses recherches, 
a devancer les conclusions de son travail en cours pour donner 
réponse a notre deuxiéme proposition. I] apparait déja cependant 
qu’il sera bien difficile de refuser au Kenya ce qui a été admis 
ailleurs et qu’a remarquablement exposé Pollitzer [42] dans son 
paragraphe « Interrelation between wild-rodent and rat plague » ; 
c’est-a-dire le passage possible de l’infection des rongeurs sau- 
vages au rat (7). 

/) Une enquéte serrée, faite dans un sens bien précis, peut done 
permettre de retrouver la peste sauvage aux lieux mémes ot elle 
est restée longtemps méconnue et l’on peut prédire presque a 
coup sur que de telles enquétes faites dans tous les foyers clas- 
siques de peste élargiront singuliérement la carte de la peste 
sauvage. 

Dans notre premier travail, nous avions montré que la peste 
observée par nous dans le Kurdistan iranien s’étendait de facon 
certaine en Irak et nous avions émis lidée que le foyer étudié par 
les chercheurs de I’Institut Refik Saydam d’Ankara a la frontiére 
sud de la Turquie en 1947 sous le nom de foyer d’Akcakale était 
peut-étre de méme origine. Récemment, Golem et Ozsan [7], 
comparant une souche de cette épidémie conservée a 1 ’Institut 
Refik Saydam a des souches du Kurdistan iranien, ont pu 
montrer que cette souche possédait les mémes cara actéristiques 
bio-chimiques bien spéciales, confirmant ainsi notre hypothése. 
Deux de nos camarades tures sont venus travailler avec nous pour 
la mise au point de techniques communes et recherchent actuelle- 
ment l’infection chez les rongeurs sauvages de cette région. 

Comme il est plus que probable que les foyers syriens, tels 
celui de Varta prés de la frontiére turque, ont également la méme 
origine, le gouvernement iranien a récemment demandé a I’ Orga- 


(7) Heisch écrit : « The chief flea on Rattus was Xenopsylla cheopis 
and numbers of the same species were present on wild rodents... 
X. cheopis and D. lypusus were the predominant wild rodent fleas » 
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nisation mondiale de la Santé la mise au point d’un programme de 
recherches commun aux quatre pays (Iran, Irak, Turquie et 
Syrie) pour la délimitation et l’étude de ce foyer vraisembla- 
blement trés étendu. 

Enfin, récemment K. F, Meyer, qui a bien voulu marquer |’in- 
térét qu’il prenait a ces recherches en étant pendant quelques jours 
Vhote de l'Institut Pasteur de l’Iran, a fait admettre par le Comité 
des Experts de la Peste de 1’O. M. S., réuni a Bombay, la nécessité 
et l’urgence de la recherche systématique de la peste des rongeurs 
sauvages par les Etats intéressés et de ses relations possibles avec 
la peste du rat. 

g) Nous ajouterons qu’a notre sens cette recherche systématique 
doit étre faite particuliérement sur les espéces considérées jusqu’a 
présent comme hors de cause : c’est-a-dire les espéces qui n’ont 
jamais été trouvées infectées dans ces foyers ; que c’est en dehors 
du temps d’épizootie chez les espéces sensibles (et spécialement 
chez le rat) que cette infection des rongeurs résistants peut étre 
le plus commodément recherchée ; que c’est non pas dans le foyer 
méme (humain, murin) ou dans le peuplement de rongeurs sujets 
a Pépizootie, mais 4 ses abords et parfois assez loin de lui, que 
Vinfection des rongeurs résistants a le plus de chances d’étre 
identifiée ; enfin, que c’est aux abords des vieux foyers épidé- 
miques ou épizootiques connus mais en sommeil depuis un temps 
plus ou moins long, que cette recherche peut, si elle est positive, 
donner les résultats les plus strement interprétables. 

Les recherches de laboratoire, portant sur la sensibilité a V’in- 
fection pesteuse des différents rongeurs sauvages présents dans ou 
aux abords d’un foyer, fourniront a notre sens de précieuses indi- 
cations sur les espéces qui, montrant la résistance la plus élevée, 
ont a nos yeux le plus de chances d’étre les véritables respon- 
sables du maintien de l’infection dans ce foyer (8). Le principe 
général que nous avons énoncé dans notre premier travail, tendant 
a rechercher toujours le réservoir de virus vrai d’une_ infection 
mortelle parmi les espéces que cette infection ne tue pas, parce 
qu’elles se sont au cours des ages adaptées a ce virus, peut 
sembler A beaucoup une évidence : il faut bien reconnaitre cepen- 
dant qu’en matiére de peste c’est le principe exactement inverse 
qui a été jusqu’a présent observé, puisque tous les animaux mou- 
rant de la peste expérimentale (et eux seuls) ont immédiatement 
connu le droit de figurer au tableau des réservoirs de virus pos- 
sibles de ) infection. 


(8) La résistance a l’infection de Rattus (Mastomys) coucha, récemment 
signalée par Devignat [5] et également constatée par Heisch (commu- 


nication personnelle), repose 4 notre point de vue toute la question de 
la peste centre-africaine. 
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h) Une autre question est celle des mesures quarantenaires qui 
peuvent étre prises A l’égard de tels foyers. On sait que le Régle- 
ment sanitaire international adopté le 25 mai 1951 par la quatriéme 
Assemblée mondiale de la Santé, n’établit aucune distinction entre 
la peste du rat et celle des rongeurs sauvages et que les dispo- 
sitions existant dans ce réglement concernent les « rongeurs » en 
général. 

Or ces dispositions se révélent, a notre sens, fausses en ce qui 
concerne la peste particuliére des rongeurs sauvages. Dans les 
foyers comme celui du Kurdistan, dont le rat est absent, le séden- 
tarisme des rongeurs propriétaires de Vinfection interdit la 
« sortie » de la peste du foyer et aucune mesure quarantenaire ne 
doit étre prise (9), d’autant que la permanence de l’infection rend 
ces mesures (fixées par le Réglement sanitaire international a4 un 
mois aprés la fin de l’épizootie) parfaitement illusoires. Ce prin- 
cipe devrait, 4 notre sens, étre étendu a tous les foyers de ron- 
geurs sauvages, méme ceux ot le rat est présent, car la démons- 
tration de la peste chez les rongeurs sauvages n’implique pas que 
Vinfection passera automatiquement sur le rat. Il y aurait cepen- 
dant intérét a ce que les pays owt le rat est en contact avec les 
rongeurs sauvages infectés fournissent, en méme temps que chaque 
déclaration de peste dans un foyer sauvage, une déclaration de 
non-infection du rat dans et aux abords de ce foyer, basée sur un 
nombre de captures suffisant pour entrainer la certitude. C’est 
dans ce sens que le gouvernement de l’Iran, récemment frappé 
de mesures quarantenaires par certains pays a la suite d’une 
de ses déclarations régulicres de peste du mérion, vient 
d’introduire auprés de |’Organisation mondiale de la Santé une 
requéte tendant a faire modifier le Réglement sanitaire interna- 
tional en séparant « Peste du rat » et « Peste des rongeurs sau- 
vages ». 

Si en effet des mesures quarantenaires devaient étre prises, au 
terme des paragraphes du Réglement sanitaire international 
concernant la peste des rongeurs, contre les pays ot existent des 
foyers dg peste sauvage, ce seraient tout l’ouest des Etats-Unis, 
une partie de ’Amérique du Sud, la plus grande partie de I’ Afrique 
et de l’Asie, qui devraient étre touchés par ces mesures. 

En résumé, a notre point de vue, seule la peste du rat, com- 
mensal de homme, voyageur international et grand disséminateur 
de la peste devrait faire l'objet de mesures quarantenaires. La 
peste des rongeurs sauvages, étant permanente en région infectée, 
ne devrait en aucun cas donner lieu a de telles mesures, puisque 


(9) Sauf bien entendu en cas d’épidémie humaine. Il ne s’agit ici 


que des mesures quarantenaires déclenchées par les déclarations de peste 
des rongeurs. 
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ces mesures devraient, elles aussi, étre permanentes et sont de 
surcroit inutiles, A cause du sédentarisme de ces rongeurs. 

i) Enfin il semble qu’on puisse espérer de ces recherches un 
intérét pratique. Si la peste est vraiment liée dans la nature a 
ces foyers de rongeurs sauvages résistants a terrier permanent, on 
peut prévoir qu’étant donné la trés petite surface, la limitation et 
la fixité de ces foyers, l’éradication pourrait en étre sinon aisée, 
du moins possible. 

Il est bien probable que, si les énormes moyens mis en ceuvre 
par les U. S. A. pour l’éradication des foyers des Etats de |’ Ouest, 
avaient été dirigés non contre les victimes (sciuridés) mais contre 
les vrais responsables, les résultats en eussent été moins décevants. 

La destruction systématique, non plus seulement des rongeurs, 
mais avant tout de leurs terriers permanents et des puces qui y 
séjournent, doit permettre d’obtenir cette éradication, que seul 
rend malaisée le difficile repérage de ces foyers. 


Resumes. 


Ce travail est une étude détaillée de la peste des mérions dans 
le foyer du Kurdistan, dont nous avons déja antérieurement [2] 
relaté les caractéristiques. Cette étude a été faite dans une des 
petites « poches » (pockets) qui constituent ce foyer. Cette poche 
d’Aghbolagh Morched a été suivie par nous de 1947 a 1952 et 
particuliérement en 1951-1952. 

Nous avons pu y mettre en évidence : 1° absence d’épizooties 
et absence ou Ja non-participation des espéces sensibles ; 2° la 
permanence de l’enzootie avec variations saisonniéres; 3° la 
pérennité de infection due a la résistance des mérions qui sau- 
vegarde Ja densité de leur peuplement ; 4° l’étroite limitation de 
la « poche » dont nous avons pu tracer les « frontiéres » avec 
précision ; 5° Ja fixité de ces « frontiéres » dans le temps ; 6° les 
difficultés du dépistage de telles poches. 

Ce type de foyers est le seul qui ait été reconnu jusqu’a présent 
comme rigoureusement permanent : la peste y est la propriété de 
rongeurs A haute résistance a terriers permanents : cette résis- 
tance est extrémement variable non seulement d’un animal a 
l’autre, mais chez le méme mérion d’une saison a l’autre ; ainsi se 
trouve-t-il toujours devant l’infection assez de rongeurs sensibles 
pour en permettre le rebondissement, assez de rongeurs résistants 
pour en permettre l’entretien ; ainsi s’établit dans ces terriers 
toujours habités un véritable roulement de l’infection entre mérions 
sensibles, mérions résistants et puces, ot. ces derniéres. semblent 
jouer le réle principal dans la longue conservation du virus. 

Ces foyers ne présentent pas grand danger pour homme, pas 
plus que les autres foyers de rongeurs sauvages : la peste humaine 
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y reste sporadique et rare tout le temps que ne s’y établit pas la 
contagion interhumaine. 

Un tel aspect de la peste doit pouvoir exister dans d’autres 
pays et l’hypothése que nous avions formulée de son existence en 
Turquie a été récemment reconnue exacte. Son int‘rét est que, 
sans doute, elle doit pouvoir étre retrouvée en tous leux a la base 
des épizooties des espéces sensibles, comme I’avait pressenti Tikho- 
mirova en U. R. S.S. et qu’ainsi la question de son role dans la 
genése de la peste du rat se trouve posée ; dot. Vintérét de sa 
recherche systématique, méme dans les foyers « murins » les plus 
solidement classés. La découverte récente par Heisch dans un tel 
foyer (Kenya) de la peste des rongeurs sauvages montre bien la 
nécessité de cette recherche, récemment admise par le Comité des 
Experts de la Peste de 1’O0. M.S. 

Au chapitre « Réservoirs de virus, animaux sensibles » de la 
pestologie, les espéces résistantes devraient done étre classées 
comme hotes primaires, alors que les espéces sujettes a épizoolies 
(et en particulier les sciuridés) devraient étre reléguées au role 
dhétes secondaires (subsidiary species); le rat resterait le seul 
disséminateur, le rongeur de liaison (liaison rodent) numéro un. 

Enfin, on peut espérer que la faible surface et la fixité de ces 
poches peuvent rendre possible leur éradication, qui supprimant la 
cause supprimerait ]’effet, c’est-d-dire les épizooties secondaires 
des espéces sensibies, 
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INFLUENCE DU PH 

SUR L'ACTION TOXIQUE ET MUTAGENE 

DE L’EUFLAVINE SUR LES LEVURES (°) 
par H. MARCOVICH (**). 


(Laboratoire de Génétique de la Faculté des Sciences 
et du Centre National de la Recherche Scientifique, Paris.) 


L’antagonisme entre les ions H+ et les acridines, connu depuis 
de nombreuses années, na été rattaché & un mécanisme précis 
que récemment, grace aux travaux d’Albert et de ses collabora- 
teurs [1]. Ces auteurs ont montré que Vactivité bactériostatique 
des acridines dépend de leur ionisation, c’est-a-dire de la concen- 
tration calionique effectivement réalisée dans le milieu. En étu- 
diant lactivité bactériostatique dans des milieux de pl éche- 
lonnés de 5 a 8, ils ont constaté que les ions H+ se comportent 
comme des antagonistes compétitifs de ces cations et, qu’en 
moyenne, il suffit d’un ion H+ pour contrebalancer les effets de 
500 ions d’acridine. 

Les travaux d’Ephrussi et de ses collaborateurs ont mis en 
évidence une mutation des levures, induite & un taux ¢élevé par 
Pacriflavine et conduisant & une déficience respiratoire (2). 
L’acriflavine est un mélange de deux diamino-acridines dont 
Pune, ]’euflavine, qui en constitue prés des deux tiers, est res- 
ponsable de la presque totalité de Vactivité multagéne [38]. A coté 
de cette activité, Veuflavine exerce une action toxique, mais 
a des concentrations bien supérieures a celles qui sont néces- 
saires pour induire le taux de mutation maximum. 

Toxicité et mutagénése paraissent liées a deux propriétés dis- 
tinctes de la molécule de l’euflavine. Tandis que la premiére 
dépendrait essenticllement de la forme de la molécule prise dans 
son ensemble, la seconde serait en rapport avec une affinité 
particuliére du carbone 5 pour un radical chargé négative- 
ment (1) [4|. Cette double activité iaffectant des mécanismes 
physiologiques différents, le probleme posé est celui de Veffet du 
pH sur chacune de ces deux propriétés. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


La souche étudiée (levure de boulangerie S. cerevisiae) et le 
milieu de culture sont les mémes que ceux décrils dans un travail 
(*) Manuscrit recu le 12 juin 1953. 


(**) Adresse actuelle : Institut du Radium, Paris. 


(1) La notation du noyau d’acridine est celle adoptée par 
A. Albert [5]. 
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antérienr [8]. Rappelons que les cultures sont effectuées en 
milieu synthétique contenant comme facteurs de croissance de 
la biotine et de la f-alanine. Le pH en est ajusté a l’aide de 
Cl1H N/10 ou de NaOH N/5. 

Les expériences consistent a cultiver les levures 4 25° dans des 
tubes 8 essai contenant 5 cm*® de milieu avee des concentrations 
deuflavine variant selon une progression géométrique de 
raison 2. L’inoculum est de 10* cellules par centimetre cube. 
Au bout de vingt-quatre heures on détermine la croissance totale 
de la culture, ainsi que le pourcentage des mutants, par étale- 
ment sur milieu gélosé. Le pH du milieu reste constant pendant 
toute la durée de l’expérience. 

Avant chaque expérience, les levures subissent au moins deux 
passages de vingt-quatre heures dans le milieu de pH corres- 
pondant a celui de l’expérience. 


RESULTATS. 


1° Les expériences ont été effectuées aux pH 3, 4, 5, 6 et 7. 
Les pH 2 et 8 entravent la croissance de la culture dans les 


TasieAu I. — Croissance, au bout de vingt-quatre heures, 
de la levure BII, 4 diverses concentrations d’euflavine a pH 6. 


Colonies comptées 


Concentrations Densité | I2 |grandes petites] *p |I2p 2G Remarques 
optique : 

V/2.10° 30,5 | 4,95 cellules 
an wot ~ BS colorées 
1/8.10* 50 5,64] 104 Lom sok ses: 5,3 cellules 
1/16.10* 68,5 6,1 | 165 ag | 23% | 4 Sur ae 
1/32.10* 95 6,57| 143 6. | 30% | 5,24 | 6,25 

1/64.10° 306 8,22] 84 272 | 76% | 7,8 6,2 

V/1z8.10* 1530 10,58/ 16 204 | 95% |10,5 6,26 

1/258.10° 2160 11,06] 1 a7a | 98% |11,04 | 5,42 

1/s12.10* 2580 11,34] 28 309 | 92% |11,2 1,7 

1/1.024.10* 2340 11,17] 104 306 | 75% |20,76 | 9,17 

1/2.043.10° 2580 11,34] 174 73 | 31% 9,65 10, 82 

1/4.096.10* 2680 11,3¢] 239 as | 5,8%| 7,07 | 0,32 
1/8.192.104 2900 11,50) 3531 9 2,7 SS 9) 935 

1/16.284.104 2860 21,36| 417 9 2,1 %| 5,6—1712,57 

Témoin 24h. 2500 11,28] 365 3 | 0,8%) 4,6 | 11,27 


Oh, 28 4,81 
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conditions oti nous nous sommes’ placé. Le nombre de généra- 
tions effectuées en vingt-quatre heures n’est pas le méme pour 
les cultures témoins aux différents pH. L’optimum est situé aux 
environs de pH 5. 

Toutefois, ce nombre reste du méme ordre de grandeur, ainsi 
que le montrent les chiffres suivants : 


(tC ee rare 3 4 5 6 1 
Nombre de générations. . 6,3 6,8 7,4 6,5 5,4 


Le pourcentage de mutants est de 0,5 4 1 p. 100 a tous ces pH. 
2° Dans le tableau I et la figure 1 sont représentés les résultats 


Pourcentage de mutants 
75 92 95 


1 A ee ES eg ee, es a ee eee ely 
710281500 40.960 20480 10.240 5120 2560 1280 640 320 160 80 


Fre. 1 — Croissance de vingt-quatre heures de la levure BII a des concentra- 
tions variées d’eutlavine & pH 6. Abscisses : concentrations pondérales. 
Ordonnées : log. de base 2 de la densité des cultures au bout de vingt. 


quatre heures de croissance. 


d'une expérience a pH 6. Les courbes du type de celles qui 
y sont représentées ont été Vobjet d’une analyse détaillée dans un 
travail antérieur [4]. Les faits principaux qui nous intéressent 
ici sont les suivants. I] existe deux zones de concentrations 
caractéristiques, Vune de l’activité mutagene, lautre de la 
toxicité. La premiére est celle oti la courbe des cellules normales 


. 


de 


ntration qui correspond a leur partie 


finie. 


permet dé 
chacune 


= 


caractériser 


1 de Veuflavine est plus 
La figure 1 


c’est la zone de mutagénese 


. 


\ Vactivité mutageéne maxima. 


c 


la croissance de la culture est 


a concentratior 
xicité variable. 


constater que deux zones suffisent a 


ces zones et que la conce 


moyenne est assez bien dé 


utir a un plateau : 
correspond 
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s entravée que | 


C’est la zone de to 


La deuxiéme zone est celle ot 


baisse pour al 
variable. ‘Le plateau 
@autant plu 
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Des expériences de ce type ont été réalisées aux divers pH 
mentionnés ci-dessus (tableau II). Dans la figure 2 sont repré- 
sentées par des droites les zones de toxicité et de mutagénese 
variable aux différents pH étudiés en fonction de la concentration 
Weuflavine. On y voit que : 

1° Lorsqu’on abaisse le pH, les zones de toxicilé et de muta- 


1 1 1 1 (ES aie el 1 1 it 1 1 1 1 4 
16394 8192 4096 2.048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 iz 

1 

Yr.o* 


Fic. 2. — Variation, en fonction de la concentration d’euflavine et du pH des 
zones de toxicité et de mutagénése variable. Abscisses : concentrations pon- 
dérales. Ordonnées : échelle discontinue de pH, chaque bande représentant 
une seule concentration d’'ions H+. Pour la clarté de la figure n’ont été 


représentés que les points ayant servi & déterminer les zones de toxicité 
et de mutagénése variables (voir fig. 1). 


génese variable, tout en conservant la méme extension, subissent 
une translation vers les fortes concentrations. 

2° La toxicité et la mutagénése sont antagonisées par les 
ions H+ de facon semblable. 

3° Cet antagonisme croit de pH 7 4 pH 5 et cesse d’augmenter 
au-dessous de cette valeur. 

Il convient de signaler en outre que le plateau que nous avons 


448 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


décrit 4 pH 6 pour les cellules normales ne se retrouve pas aux 
pH 4 et 3. Un tel plateau, qui correspond a Veffectif des cellules 
inoculées signifie que l’action mutagéne de l’euflavine ‘s’exerce 
essentiellement sur la descendance des cellules normales [3]. La 
baisse de cet effectif, en l’absence de toute mortalité, indiquerait 
que l’euflavine induit la mutation d’une fraction des cellules nor- 
males inoculées. Cette interprétation est en accord avec les 
résultals des expériences de microdissection de Ephrussi et Hot- 
tinguer [6], qui montrent que la mutation des cellules meres peut 
étre obtenue aprés un contact prolongé avec de fortes concen- 
trations d’euflavine a pH 5,8. 


Discussion. 


Les hypothéses que l’on peut formuler pour expliquer ces 
résultats sont les suivantes : 

1° Les ions H+ entrent en compétition avec les cations d’eufla- 
vine pour se fixer sur un radical acide de la cellule (hypothése 
d’ Albert) ; 

2° Les ions H agissent indirectement en modifiant lionisation 
d’un constituant du milieu ou d’un radical cellulaire. 

Ainsi que nous l’avons dit plus haut, ’hypothése d’une compé- 
tilion a été formulée par Albert 4 la suite d’expériences couvrant 
une zone de pH s’étendant de 8 a 5. 

Les résulats que nous avons optenus écartent, du moins en ce 
qui concerne les levures, la possibilité d'un tel mécanisme, 
puisque Pantagonisme croit de pH 7 4 pH 5 et cesse d’augmenter 
au dela de cette valeur. 

Il reste done & examiner les facteurs susceplibles d’étre modifiés 
par les variations du pH. 


a) LES CATIONS D’EUFLAVINE. — On sait que les bases sont 
dautant plus dissociées que le pH est plus bas, et que les 
plus ionisées & un pH donné sont celles dont le pKa est le 
plus grand. ‘Le pKa de l’euflavine dans l’eau est supérieur a 12. 
Celte substance est donc totalement ionisée a partir de pH 9 et 
sa dissociation reste égale & 100 p. 100 aux pH inférieurs. C’est 
dire que, dans nos expériences, ce facteur demeure constant et 
ne peut par conséquent pas rendre compte de l’antagonisme 
observe, 


b) Lks CONSTITUANTS DU MILIEU. — Parmi ceux-ci, seule la 
p-alanine pourrait, par les changements d’ionisation de son 
radical —NH,, rendre compte des résultats obtenus. En effet. 


sil en était ainsi, ce corps se comporterait comme un compé- 
litcur puissant de Veuflavine pour un radical acide de la cellule. 
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La courbe de titration de ce corps montre que Vionisation du 
radical NH? est compléte au-dessous de pH 8 [7], de sorte que 
la compétition, si elle existe, est A son maximum aux pH étudiés 
ici, eL par conséquent ne peut rendre compte du plateau observé 
a partir de pH 5. 


c) MopIrICATIONS DES CELLULES DE LEVURE. — Les changements 
que pourraient faire subir aux levures les modifications de la 
concentration en ions H+ du milieu résident essentiellement dans 
la dissociation de radicaux ionisables. On peut penser que, pour 
que ces radicaux soient accessibles aux modifications du milieu, 
il faut que leur localisation soit superficielle, puisque le cyto- 
plasme cellulaire a vraisemblablement une concentration ionique 
trés constante. Ces radicaux formeraient autour de la cellule 
une sorte de barriere qui exercerait, selon son degré d’ionisation, 
une action de nature électrostatique sur les ions du milieu 
ambiant. Le fait que l’effet antagoniste des ions H+ ne change 
plus au-dessous de pH 5 prouve que les radicaux postulés 
doivent étre stables au-dessous de ce pH, c’est-a-dire qu’ils sont 
entiérement ionisés sil s’agit de groupements basiques, ou 
a [état non dissociés s’il s’agit d’acides. Dans les deux cas les 
courbes d’antagonisme de la figure 2 peuvent étre considérées 
comme de véritables courbes de titration de ces radicaux et le 
pKa peut en étre évalué a 7 ou 8. 

L’hypothése que ces radicaux sont de nature basique est celle 
qui rend compte des faits de la facon Ja plus simple. Si l'on 
admet que, pour un effet mutagéne donné, il faut réaliser 
a lintérieur de Ja barriére ionique une concentration donnée 
d’euflavine, on voit immédiatement qu’en abaissant le pH et en 
augmentant par conséquent les charges positives de la périphérie 
de la cellule, on tend a diminuer la concentration interne d’eufla- 
vine. En accroissant la concentration de ce corps dans le milieu, 
on contrebalance les forces de répulsion de ces radicaux. Si, 
a partir de pH 5, ces derniers sont entiérement ionisés, Veffet de 
répulsion est & son maximum ; on congoit alors que tout abais- 
sement supplémentaire du pH demeure sans action sur [activité 
de ]’ecuflavine. 

Cette conception explique également la non-spécificité de 
Vantagonisme di aux ions H+, c’est-a-dire le fait que toxicité 
et mutagénése sont influencées parallélement. 

Il ne nous parait pas’ utile de disculer ici lhypothése qui 
ferait de ces radicaux des anions. Elle entraine en effet des 
hypothéses secondaires complexes pour expliquer le paler exis- 
tant 4 partir de pH 5. 

Etant donné le nombre de radicaux ayant un plxa situés aux 
environs de pH 7,8, la nature méme des radicaux basiques pos- 


y 


tulés parait difficile a élucider. 
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RESUME. 


1° Les activités toxique et mutagéne de Veuflavine sont anta- 
gonisées d’une maniére non compétitive par les ions H+. 

2° Cet antagonisme parait lié A une action indirecte qui rési- 
derait dans Jlionisation variable de radicaux basiques de la 
membrane cellulaire. (La cellule de Jevure apparaitrait ainsi 
entourée d’une véritable barriére ionique chargée positivement. 


Je remercie M. le professeur B. Ephrussi pour les critiques et 
les suggestions qu'il a faites au cours de ce travail. 


BIBLIOGRAPHIE 


{4] A. Anperr, S. Russo, R. Gotpacre, M. Davey et J.D. Srone. Brit. 
J. exper, Path., 1945, 26, 160. 

[2] B. Eparussi, P. L’Hérirrer et H. Horrivever. Ces Annales, 1949, 
77, 46. 

[3] H. Marcovicw. Ces Annales, 1951, 84, 452. 

[4] H. Marcovicu. Ces Annales, 1953, 85, 199. 

[5] A. Anperr. The acridines. Edward Arnold and Co. Editors. London, 
1951. 

[6] B. Epurussr et H. Horrineurer. Cold Spring Harb. Symp. on quan- 
titative Biology, 1951, XVI, 75. 

[7] C.L. A. Scummt, W. V. Appreman et P. L. Kirk, J. biol. Chem., 
1929, 84, 725. 


SUR LE MECANISME 
DE L’ACTION DE LA STREPTOMYCINE 
IV. — LA RESISTANCE DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 


par R. LINZ et E. LECOCQ (*) 


(Laboratoire de Bactériologie de (Université libre de Brurelles 
et Laboratoire de Biologie clinique 
de V Hépital universitaire Saint-Pierre, Bruxelles.) 


Dans un mémoire précédent (Linz [8]) ont été examinés des 
problemes relatifs 4 laction de la streptomycine sur les variants 
sensibles de Mycobacterium tuberculosis. Le présent mémoire 
est consacré a l’étude de certains aspects de la résistance de 
cette bactérie a l’antibiotique. 


I. — MiILieux DE CULTURE. 


Le milieu liquide de Dubos et Davis a lalbumine et au 
« Tween 80 » a été utilisé lorsque la sensibilisation a la strepto- 
mycine par ce dernier produit n’était pas génante; du reste, 
plusieurs des résultats ont été contrdlés dans le milieu liquide 
de Youmans. La semence a toujours été constituée par des 
cultures en milieu de Dubos et Davis, généralement agées de 
5 a 10 jours a 38°. 

Parmi les milieux solides, notre préférence va a la gélose 
a Voeuf et au vert de malachite, dans laquelle on incorpore la 
streplomycine (Karlson et Needham). L’antibiotique n’y subit pas 
Veffet du chaulfage. Les bacilles tuberculeux y forment de belles 
colonies en sept a quatorze jours a 38°. Mais le milieu se préte 
mal a la primoculture a partir d’échantillons pathologiques. 
Aussi a-t-il été nécessaire, dans ce cas, d’isoler d’abord le bacille 
sur milieu de Léwenstein-Jensen sans streptomycine, et de tester 
sa sensibilité ensuite sur la gélose a lceuf avec antibiotique. 
Parfois le milieu de |’American Trudeau Committee a été utilisé. 


IJ. — L’appPaRITION DE LA RESISTANCE cHEZ M. tuberculosis. 


Le métabolisme si particulier de M. tuberculosis rend cette 
bactérie impropre a servir dans la plupart des expériences qui 
ont été réalisées avec d’autres bactéries. Mais, par analogie, on 
peut admettre que la résistance apparait dans les mémes condi- 
tions. D’ailleurs, quand il est possible d’ utiliser le bacille tuber- 
culeux dans une expérience, les résultats sont semblables & ceux 


(*) Manuscrit recu le 26 mars 1953. 
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obtenus avec ces derniéres. Ainsi, de nombreux passages 
(0,2 cm? de culture pour 4,8 cm* de milieu, séjour a l’étuve de 
quatorze jours) dans du milieu liquide de Youmans, contenant 
une concentration de streptomycine sub-bactériostatique et cons- 
tante (0,001 ug/em*, soit 1/500 de la concentration bactériosta- 
lique), rendent résistante la souche G. de M. tuberculosis, primi- 
livement sensible. La résistance apparait subitement : apres 
le dix-septiéme transfert, la souche est encore inhibée par 
0,5 wg/cm® environ ; aprés le dix-huitiéme, elle tolére 2,5 pg/cm’, 
mais est sensible A 5 wg/em*®; aprés le dix-neuviéme, elle tolére 
10 wg/em® et reste sensible 4 20 yg/em*. Ce cas de résistance ne 
peut étre expliqué par la sélection de mutants résistants nor- 
maux, comme il a été souligné antérieurement (Linz [2]). La 
concentration de streptomycine reste constante dans les milieux de 
passage et est incapable de supprimer la majeure partie des germes 
sensibles. 

Dans une culture de bactéries 4 multiplication rapide addi- 
tionnée de streptomycine, les premiers résistants apparaissent 
aprés 4 heures de séjour a l’étuve a 38° (Linz [4]). Dans le 
cas de cultures de M. tuberculosis, ils n’apparaissent qu’apres 
trois 4 dix jours. En effet, introduisons de la streptomycine dans 
du milieu liquide de Youmans (0,2 4 1 pg/em*) ensemencé de 
bacilles de la souche Th. Prélevons chaque jour 4 portions de 
0,1 em* que nous ensemengons sur tubes de milieu d’épreuve 
solide (gélose a Voeuf contenant respectivement 0, 2, 10 et 100 ug 
de streptomycine par centimétre cube). Avant incubation ou 
apres un ou deux jours d’incubation, le mélange donne une 
culture confluente sur le tube témoin et aucune colonie ne se 
développe sur les tubes avec antibiotique. Aprés trois jours 
incubation, le mélange donne en outre quelques colonies, sur 
le tube contenant 2 wg de streptomycine par centimétre cube. 
Aprés dix jours @incubation, il forme de nombreuses colonies 
résistant a cette concentration. Aprés quinze jours, il en forme 
également sur le tube contenant 10, voire 100 pug/em*. Avec 
d’autres souches de M. tuberculosis, il faut attendre dix a quinze 
jours pour voir apparaitre les premiers bacilles capables de se 
développer sur 2 pe/em*. Avec d’autres souches encore, aucun 
résistant n’apparail aprés quinze A trente jours (pour les détails, 
cf. Linz {8}. 

A ce propos, il faut signaler combien les souches de M. tuber- 
culosis deviennent plus rarement résistantes, in vitro, que les 
souches de bactéries « banales », aussi bien sur milieu solide que 
sur milieu liquide. Si l’on peut objecter que les milieux de 
Dubos et Davis contiennent du « Tween 80 », capable de main- 
temir anormalement sensibles les bacilles tuberculeux, il n’en est 
évidemment pas de méme pour la plupart des autres milieux, et 
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notamment pour la gélose a l’ceuf selon la formule de Karlson 
et Needham. Or, il est souvent extrémement difficile d’exalter la 
résistance de souches de M. tuberculosis par passages. En outre, 
la proportion d’individus résistants 4 10 ou 100 ug de strepto- 
mycine par centimétre cube de bouillon gélosé, dans le cas des 
genres Staphylococcus, Escherichia, etc., est habituellement de 
1 sur 10° a 10° germes d’une population globalement sensible : 
cette proportion, dans le cas de M. tuberculosis, n’est que de 
1 sur 10° a 101° germes environ. 

A la rareté relative de la transformation d'une souche sensible 
de bacilles tuberculeux en une souche résistante dans le tube de 
culture s’oppose la grande fréquence de cette transformation en 
clinique humaine au cours des cures par la streptomycine : la 
résistance se développe au moins aussi facilement dans la tuber- 
culose que dans d’autres infections microbiennes soumises au 
méme traitement. On sait que, chez le cobaye, au contraire, les 
bacilles tuberculeux deviennent résistants beaucoup plus  rare- 
ment que chez l’homme (Steenken et Wolinsky). 

Toutes ces différences sont encore inexpliquées. On sait seu- 
lement que lorganisme vivant confére, aux infections bacté- 
riennes, des caractéres particuliers qui n’apparaissent pas in 
vitro. 


Ill. — PERSISTANCE PARADOXALE DE LA SENSIBILITE. 


On sait que, chez le cobaye et chez Vhomme (tuberculose 
miliaire ou méningée) traités par la streptomycine pendant long- 
temps, des bacilles tuberculeux peuvent persister vivants et sen- 
sibles. On n’a pas expliqué ce fait de maniére satisfaisante. La 
diffusion de lantibiotique n’est pas en cause: elle est, au 
contraire, meilleure dans les tubercules miliaires que dans les 
cavernes (Jensen), alors que les bacilles sensibles ne subsistent 
que dans les premiers. Jensen et Christensen supposent que les 
bacilles affectent, dans ceux-ci, une forme « quiescente » : us 
cessent de se multiplier, ce qui les rend incapables de caséifier 
les tissus et les soustrait a l’action de la streptomycine ; ils 
n’auraient pas l’occasion de devenir résistants. Cependant, des 
bactéries qui ne se multiplient pas peuvent parfois devenir résis- 
tantes (Linz et Lecocq [2]); en outre, les bacilles quiescents ne 
devraient-ils pas étre détruits aisément par les moyens de 
défense de l’organisme ? 

Barski, Mackaness et Smith, Suter ont montré que M. tuber- 
culosis, une fois phagocyté par des monocytes, semble insen- 
sible, ou plutot moins sensible, 4 la streptomycine. Nous allons 
voir que la présence méme des cellules tissulaires empéche sou- 
vent les bactéries de devenir résistantes. 
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Nous avons adopté une technique différente des auteurs pre- 
cédents et qui est décrite ailleurs (Linz [8]). Au lieu de mettre 
les leucocytes en culture de tissus, c’est-a-dire dans des condi- 
lions favorables aux cellules, nous introduisons les phagocytes 
qui ont ingéré des bactéries, dans du bouillon favorable a la 
multiplication de ces derniéres et défavorable aux leucocytes. On 
ne constate alors aucune diminution de l’action bactériostatique 
de la streptomycine. Néanmoins, des hacteries qui, comme 
Ps. aeruginosa, deviennent plus aisément résistantes a la strepto- 
mycine que M. tuberculosis, le deviennent beaucoup plus rare- 
ment dans ces conditions. Il est fréquent, on le sait, que des 
germes inhibés pendant un jour d’incubation commencent a se 
multiplier dans la suite et fournissent une culture résistante. Or, 
en présence de leucocytes de cobaye, ce fait est rare. Dans 
25 essais portant sur Ps. aeruginosa, des résistants tardifs appa- 
raissent dix-huit fois en bouillon sans leucocytes, et une fois seu- 
lement en bouillon avec leucocytes. 

Nous avons répété cette expérience avec M. tuberculosis 
(souche H 37 Rv). Le milicu de culture était du milieu liquide de 
Dubos avec albumine, mais sans « Tween 80 »; les tubes furent 
conservés pendant huit semaines a 38°. Toutes les autres condi- 
tions furent semblables a celles de Vexpérience précédente. Dans 
15 essais, M. tuberculosis devint résistant trois fois en l’absence 
de leucocytes (deux fois a 2 pg/em*, une fois a 5 we/em’) et 
jamais en présence de leucocytes, bien que ceux-ci aient rap!- 
dement dégénéré. 

L’apparition de Ja résistance chez M. tuberculosis est rare 
in vitro. Il est done difficile de tirer une conclusion d’un aussi 
petit nombre d’essais, mais il semble que les cellules de l’orga- 
nisme diminuent aptitude des germes a la résistance. : 

Quelle que soit hypothése qui tente d’expliquer la persistance 
de bacilles sensibles in vivo, il reste difficile de comprendre 
pourquoi, a leurs cdtés, d’autres bacilles sont devenus résistants 
dans des conditions apparemment semblables, soit dans des 
iésions voisines (Steenken et Wolinsky), soit dans la méme lésion 
(Saenz et Canetti). Il reste également difficile de comprendre 
pourquoi, in vilro, des concentrations trés élevées de streptomy- 
cine, mortelles pour la plupart des germes, en laissent persister 
certains vivants et cependant sensibles. 


IV. — EvoLurion DES MELANGES DE BACILLES TUBERCULEUX 
SENSIBLES ET RESISTANTS. 


M. Welsch 4, 2] a signalé la trés curieuse : évolution d’un 
mélange artificiel de variants sensibles et résistants de Staphylo- 
coccus aureus en bouillon nutritif sans addition de streptomy- 
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cine. A chaque subculture, la proportion des résistants diminue, 
surtout quand Vinoculat est faible. Un équilibre stable n’est 
atteint que lorsque cette proportion est tombée a la valeur infime 
qui est celle des variants résistants normalement présents dans 
la souche sensible. 

Le « phénoméne de Welsch » parait avoir une portée géné- 
rale : il s’observe pour d’autres bactéries également, tant en 
milieu solide que liquide (Linz et Lecoeq [8}). Mais la strepto- 
mycine introduite dans le milieu de culture, méme 4 l'état de 
traces (1/1 000 de la concentration bactériostatique) empéche 
complétement la disparition des résistants (Linz et Lane). 

Dans le cas de M. tuberculosis aussi, le « phénoméne de 
Welsch » se vérifie. Mélangeons, par exemple, trois parties 
d'une culture de variant sensible et une partie d’une culture de 
variant résistant (1000 pg/em*) de la souche Th., de type 
humain. Les cultures ont été préparées en milieu liquide de 
Dubos-Davis ; elles ont le méme age et, d’aprés le trouble, la 
méme richesse en bacilles. On introduit 0,1 cm* du mélange dans 
un tube contenant 3 cm® de milieu liquide frais et on porte a 38°. 
De sept en sept jours, on pratique un passage en ensemencant 
0,1 cm® de la derniére culture dans 3 cm* de milieu neuf. Dans 
une autre série d’expériences, on ensemence 0,1 cm* du mélange 
dilué 4 1/10 dans 8 cm*® de milieu, et chaque passage se fait 
aprés quinze a vingt jours, lorsque le milieu est devenu assez 
trouble. 

Dans le mélange initial et dans chaque culture 4 maturilé, on 
établit la proportion des variants sensibles et résistants par une 
méthode peu précise, mais suffisante : on ensemence des séries 
de tubes de gélose a lceuf, additionnée de concentrations conve- 
nables de streptomycine (0, 1, 10, 100 uwg/cm*), au moyen de 
0,5 em’ de mélange ou de culture dilués a 1/10, 1/100, 1/1 000, etc. 
On apprécie ainsi le nombre total de germes (sur géldse sans 
streptomycine) et la proportion des résistants (sur gélose conte- 
nant 100 ug de streptomycine par centimétre cube). On constate : 
1° qu’avant passage, le milieu dilué 1/1000 donne un nombre 
de colonies grossiérement semblable sur milieu solide sans ou 
avec streptomycine; 2° qu’aprés 7 a 11 passages, la culture, 
méme diluée A 1/1000, donne toujours plusieurs colonies sur 
gélose sans streptomycine, tandis qu’elle n’en donne aucune, 
méme non diluée, sur le milieu additionné de streptomycine ; les 
variants résistants ont done pratiquement disparu ; 3° que cette 
disparition est plus rapide et plus constante si, comme Welsch 
déja le conseillait pour le staphylocoque, on utilise un ensemen- 
cement plus pauvre pour chaque nouveau passage. 

Dans d’autres expériences, le milieu de passage contenait de 
la streptomycine en concentration forte (10 wg/em*) ou faible 
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(0,01 & 0,001 pe/em*), inférieure a la dose bactériostatique pour 
le variant sensible (0,1 4 0,5 wg/cem’). L’antibiotique empéchait 
compléetement Ja disparition des variants résistants, ¢ quelle que 
fut sa concentration. 

Lorsqu’ un organisme vivant est infecté par un mélange de 
variants sensibles et résistants de M. tuberculosis, assiste-t-on 
i la méme diminution de la proportion des résistants dans les 
lésions, en l’absence de tout traitement par la streptomycine : 
On sent toute importance du probléme : chez le tuberculeux ot 
une cure par J’antibiotique a fait apparaitre des résistants, sans 
que les sensibles aient tous disparu, suffirait-il de suspendre 
temporairement cette cure pour que les résistants fussent a nou- 
veau submergés par les sensibles ? C’est pourquoi lexpérience 
suivante a été instituée (Linz, [5)). 

Huit cobayes de 400 4 500 ¢ sont inoculés, sous la peau de la 
cuisse gauche, de M. tuberculosis, souche H 37 Rv. La dose 
infectante est uniformément de 1 mg (poids humide), mais est 
composée, soit de variants sensibles « purs », (contenant a peine 
un germe résistant & 100 we/em* sur 10° germes), soit de variants 
résistants (& 1000 we/em*) purs, soit de mélanges. Les cultures, 
obtenues apres dix-huit jours sur milieu de Léwenstein-Jensen, 
ont été broyées dans des tubes-mortiers de Griffith et émul- 
sionnées, 4 raison de | mg par 0,5 cm*, dans une solution de 
NaCl (0,9 p. 100) et d’albumine cristallisée (0,1 p. 100) Peale 
et Noufflard]. Les cobayes n* 1 et 2 recoivent 0,5 cm* (soit 1 mg) 
de la suspension du variant sensible (S); les cobayes 3 et 4, 
0,5 cm® (1 mg) du variant résistant (R); les cobayes 5 et 6, un 
mélange a parties égales de S et de R (0,25 cm’, soit 0,5 mg de 
S + 0,25 cm’, soit 0,5 mg de R); les cobayes 7 et 8, un mélange 
de 9 parties de S (0,45 cm’, soit 0,9 mg) avec 1 partie de R 
(0,05 em*, soit 0,1 mg). En méme temps, on ensemence 0,5 em? 
de chaque suspension diluée au 1/1 000 sur 4 tubes de milieu 
solide Trudeau contenant 0, 2, 10 ou 100 pg de streptomycine par 
centimetre cube respectivement, afin de contrdler la proportion 
des résistants dans chacune (tableau I). 

Les cobayes, dont aucun ne recoit de streptomycine, meurent 
ou sont sacrifiés entre le soixante-troisiéme et le soixante- 
huitiéme jour aprés Vinfection. Les organes, farcis de tubercules 
(rate, ganghions, ete.), sont broyés avec du sable stérile, émul- 
sionnés dans la solution physiologique (0,5 cm* par gramme de 
tissu) et traités par le phosphate trisodique selon la méthode de 
Corper et Bain. Puis, on ensemence 0,5 cm*® sur 4 tubes de 
milieu solide de Trudeau contenant, respectivement, 0. 2 21L0e6u 
100 we de streptomycine par centimetre cube. On connait ainsi, 
par un test « direct », la proportion des résistants dans les 
organes : en évitant de mettre en culture les bacilles des organes 
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TasLteau I. — Proportion des germes résistants dans les suspensions 
de H 37 Rv et les organes de cobayes infectés. 


(a a a PE TTR SR EE, 


NOMBRE DE COLONIES 
sur milieu de Trudeau 
contenant de la streptomycine 
(en pe/cms) 

) 1 10 100 

Suspensions utilisées pour les injections 

(dilution 1/4 000). 

LieVariant sensiplewm..-. cia a semen ile. % N 0 0 0 
SeVarianteresistante seve mee ae) cae N N N N 
Ill. Mélange a parties égales des deux variants.| N N N N 
1V. Mélange de 9 parties de sensibles avec 

AGparierdermeésistants eqs seein ne N 170 130 160 

Organes de cobayes. 

Cobaye 4 (variant sensible. 1) ........ 270 5 0 0 
Cobaye 2 (variant sensible. 1) ........ 100 0 0 0 
Cobaye 3 (variant résistant. II)... ..... N N N N 
Cobaye 4 (variant résistant. I)........ 300 270 300 250 
Cobaye 5 (mélange a parties égales. Ill) . . .| 300 150 200 52 
Cobaye 6 (mélange a parties égales. III). . .| 150 100 28 34 
Cobaye 7 (mélange de 9 parties de sensibles 

+ 1 parties de résistants. IV) ....... 600 20 0 0 
Cobaye 8 (mélange de 9 parties de sensibles 

++ 4 partie de résistants.1V)........ 150 400 0 0 


N, colonies trop serrées pour le dénombrement (500 ou plus). 


avant le test de sensibilité, on évite de modifier la proportion des 
variants, comme nous venons de le voir. 

Le tableau I permet les conclusions suivantes : 

1° Lorsque des cobayes ont été infectés avec un mélange des 
deux variants ot. la proportion des résistants est suffisamment 
faible (environ 1/10), les résistants ont beaucoup diminué dans 
la population bacillaire des lésions examinées entre les soixante- 
troisiéme et soixante-huitiéme jours. En effet, aucune colonie ne 
se développe plus sur le milieu contenant 100 wg de streptomy- 
cine par centimétre cube, alors que plus de 100 colonies appa- 
raissent sur milieu sans antibiotique. 

2° Cependant, les organes contiennent une proportion élevée 
de bacilles résistants 4 2 uwg/cm*, alors que la suspension du 
variant sensible « pur » en contient environ | sur 10* cellules. Ce 
fait est difficilement explicable ; avant de se fondre dans la 
masse des sensibles, les variants résistants ont-ils perdu progres- 
sivement de leur tolérance a |’antibiotique ? Aucune expérience 
in vitro nétaye cette hypothese. 
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3° Lorsque le mélange des variants contient trop de résistants 
(par exemple 50 p. 100), la proportion de ces derniers dans les 
iésions des cobayes (n° 5 et 6) diminue, mais beaucoup moins 
nettement. 

Dans d’autres expériences, ott les cobayes ont été injectés au 
moyen d’une quantité excessive de M. tuberculosis (5 4 10 mg) 
et oul le temps de survie a été plus court, la proportion des résis- 
tants dans les lésions est restée élevée ou méme_ inchangés. 
Lorsque la dose infectante est réduite (0,1 ou 0,01 mg), de fagon 
a prolonger la survie des cobayes, les résistants semblent dispa- 
raitre du mélange. 

On retrouve ici les deux conditions que Welsch signalait dés 
son premier article, comme particuliérement favorables a la dis- 
parition relative des résistants in vilro : proportion suffisamment 
faible des résistants dans le mélange initial, et nombre de géné- 
rations suffisamment élevé (le nombre de générations augmente 
avec la durée de survie des cobayes). 

Quant au mécanisme du phénoméne de Welsch, il n’est pas 
élucidé, Tant pour les bactéries « banales » que pour M. tuber- 
culosis, il ne semble notamment pas qu’un rythme de multiplica- 
tion ditférent des variants sensibles et résistants soit en cause 


(Linz [4], Welsch {2)). 


V. — Les BACILLES TUBERCULEUX RESISTANTS 
DANS LA MALADIE HUMAINE. 


A, Le pHENoMENE bE Wetscu. — Chez le cobaye infecté expé- 
rimentalement par un mélange artificiel de variants sensibles 
et résistants de M. tuberculosis, les Ilésions tuberculeuses ne 
contiennent plus, dans certaines conditions, que les variants 
sensibles, pratiquement a lTétat pur, on vient de le voir. 
Observe-t-on quelque chose de semblable chez Vhomme _lors- 
qu’on interrompt une cure a la streptomycine aprés l’ apparition 
@une proportion élevée de bacilles résistants ? 

L’impossibilité dune expérimentation systématique rend natu- 
rellement trés difficile de fournir une réponse a cette question. Il 
faut, en effet, que trois conditions soient réunies : 1° les malades 
traités par la streptomycine doivent conserver encore des lésions, 
et les germes, dans ces lésions, ne doivent pas étre tous sensibles 
ou tous résistants, mais doivent étre mélangés, — et mélangés, 
de préférence, de telle sorte que les résistants soient en mino- 
rilé ; 2° les malades doivent survivre assez longtemps pour que 
la proportion des résistants puisse diminuer de facon certaine ; 


3° les conditions doivent permettre la mise en culture des lésions, 
Il se peut que le phénoméne de Welsch ne soit pas excep- 
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tionnel chez ’ homme, mais la réunion de ces trois conditions est 
exceptionnelle. De la, la rareté de son observation. 

On a décrit quelques cas ot les bacilles tuberculeux devenaient 
résistants chez des malades traités par la streptomycine, et ot 
des bacilles sensibles furent retrouvés quelque temps aprés l’in- 
terruption de la thérapeutique (Linz [5], Wilking et coll.). 
Comment faut-il interpréter ces faits ? 

Il est difficile d’admettre une « mutation en retour », ot une 
souche résistante se transformerait rapidement en une souche 
sensible. I] n’en existe aucune preuve, et pareille idée est niée 
par tous les auteurs. Si des lésions 4 germes résistants coexistent 
avec d’autres a germes sensibles, il est possible que les premiéres 
s’ouvrent avant ces derniéres; le hasard ferait prendre pour 
successifs des phénomeénes en réalité contemporains. On ne peut 
pas exclure cette hypothése. Les mesures de sensibilité ont été 
pratiquées par une méthode « indirecte », c’est-a-dire qu’une 
primo-culture a du étre obtenue sur un milieu (L6wenstein-Jensen) 
non additionné de streptomycine, et que le test a été fait sur la 
culture isolée. On ett pu perdre ainsi le constituant résistant 
Wun mélange éventuel (Linz [6]). Mais, généralement, il faut de 
nombreux passages pour faire disparaitre complétement un 
variant résistant aussi abondant. Il reste donc probable — mais 
non certain — que les germes résistants ont disparu dans J|’orga- 
nisme méme des malades. 

Seule l’étude de nouveaux cas peut trancher la question. 


B. ImporTaANCE DE LA RESISTANCE DES GERMES POUR L’ EVOLUTION 
DE LA MALADIE. — On admet généralement que des bacilles résis- 
tants in vitro 4 une concentration élevée de streptomycine (de 
Vordre de 40 4 100 ug/cm* sont également résistants in vivo a tout 
traitement. Certaines observations isolées montraient cependant 
que la cure ne devait pas étre systématiquement négligée. 

Steenken et Wolinsky [4] avaient montré que des cobayes 
infectés au moyen de bacilles sensibles et résistants 4 1 000 wg de 
streptomycine par centimétre cube tiraient encore avantage d’un 
traitement par l’antibiotique, si la proportion des résistants ne 
dépassait pas un certain pourcentage (1 p. 100, peut-étre 
10 p. 100). 

Avec R. Dubois, nous avons récemment observé que certains 
malades souffrant de méningite tuberculeuse guérissaient sous 
Veffet des injections de streptomycine, méme si les souches qui 
les infectaient contenaient une proportion élevée de germes résis- 
tants a 100 pwe/em® (Linz, Dubois et Lecocq). Rappelons qu'il 
suffit de peu de bacilles pour conduire un méningitique a une 
mort certaine s'il n’est pas traité par la streptomycine. 

Le tableau II montre la composition de quelques-unes de ces 
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souches et l’évolution de la maladie. Les colonies, isolées sur 
milieu de Léwenstein-Jensen, étaient broyées dans un tube-pilon 
de Griffith, émulsionnées dans du milieu liquide de Dubos, et 
Vémulsion était étalée a la surface de tubes de gélose a Vceuf 
témoin ou additionnée de streptomycine (0,5 cm* d’émulsion par 
tube). La lecture était faite aprés quinze jours a 38°. 


TasLeau I]. — Sensibilité de certaines souches de M. tuberculosis 
de cas de méningite tuberculeuse, et évolution de ces cas, 


MOMBRE DE COLONIES EVOLUTION 

développées sur gélose de Karlson et Needh»m 
contenant les concentrations suivantes des malades 
SOUCHES de streplomycine 
traités par la 


rel e 
0 pe/em3 | 2 »e/em3 | 10 pg/cm® | 100 »e/cm3 streptomycine 


RO eect : Guérison. 
Haute, | Guérison. 
Gueo armen Guérison. 
TOL ee ee Guérison. 
Deleon N | : Guérison. 
Martiscdids. is jc j ~ Guérison.° 
INDICES Ee a ° Yi Guérison. 


ie 
2. 
3. 
4. 
ie 
6. 
Is 


#, culture confluente; N,. colonies nombreuses, difficiles 4 compter. (Tableau extrait 
de Linz, Dubois et Leceeq.) 


od 


Le cas n° 7 est particuligrement démonstratif : la souche est 
presque entiérement constituée par des germes résistants. Le test 
a été fait sur le mélange des quelques colonies (20 environ) obte- 
nues par primo-culture. Il ne peut done s’agir d'une sélection 
involontaire de la partie résistante de la souche : la primo-culture, 
si elle avait altéré la composition de la souche, lett fait paraitre 
plus sensible (phénoméne de Welsch), et non plus résistante. 

Des arguments semblables sont valables pour les autres 
souches. 

Des observations analogues ont été faites par Wilking et ses 
collaborateurs. 

Il reste done utile de poursuivre les injections de streptomycine 
chez des malades ott les bacilles sont devenus résistants. 


CONCLUSIONS. 


1° La sensibilité de M. tuberculosis & la streptomycine parait 
plus grande que celle des bactéries 4 multiplication rapide. 
L’apparition de variants résistants semble plus malaisée et plus 
rare. Cependant, on peut voir les premiers résistants se montrer 
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trois 4 dix jours aprés le mélange d’une souche sensible avec 
lantibiotique. 

2° La persistance de germes sensibles dans un organisme tuber- 
culeux traité longtemps par la streptomycine, pose un probléme 
mal résolu. Il est possible, mais non certain, que les bacilles 
intracellulaires restent a V’abri de l’antibiotique et n’éprouvent 
pas de tendance A devenir résistants. Peut-étre certains autres 
facteurs (humeurs et constituants cellulaires de l’héte) intervien- 
nent-ils également. 

3° M. tuberculosis est sujet au phénoméne de Welsch, c’est-a- 
dire que les germes résistants mélangés primitivement avec des 
germes sensibles, tendent a disparaitre au cours des passages 
dans un milieu de culture sans antibiotique. Des concentrations 
sub-bactériostatiques de celui-ci empéchent cette tendance. Le 
phénomene de Welsch se manifeste également chez le cobaye 
infecté au moyen de doses convenables du mélange et non traité 
par la streptomycine. Certaines observations font croire qu’il se 
déroule aussi chez ’homme. 

4° Tant chez homme que chez l’animal, la présence d’une 
proportion importante de bacilles résistants, n’empéche parfois 
pas la guérison par la streptomycine. 
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ETUDE DES ACIDES NUCLEIQUES 
DE SOUCHES BACTERIENNES 
RESISTANTES A LA STREPTOMYCINE 
ET DE SOUCHES DE MEMES ESPECES 
MAIS SENSIBLES A L’ANTIBIOTIQUE 


par Mirxo BELJANSKI (*). 


(Institut Pasteur, Service du Professeur MacHEBoeur.) 


En étudiant les acides nucléiques chez diverses espéces bacté- 
riennes sensibles et résistantes a la streptomycine [4, 2] nous 
avons constaté que les souches streptomycino-résistantes étaient, 
a certaines périodes de leur prolifération, beaucoup plus riches 
en acide ribonucléique que les souches sensibles de mémes 
espeéces. 

Nous nous sommes demandé si cette accumulation excédentaire 
d’acide ribonucléique par les souches résistant a la streptomy- 
cine était indissolublement liée au phénomeéne de la résistance. 
Nous avons voulu savoir, d’autre part, si, dans le cas des souches 
bactériennes que nous étudions, ce n’est pas seulement une frac- 
tion ribonucléique, sans hen avec la synthése protéique, qui se 
trouve augmentée chez les souches résistant 4 la streptomycine. 
Pour cela, nous avons étudié les acides nucléiques chez plusieurs 
souches de Staphylococcus aureus et de Salmonella enteritidis 
résistantes et sensibles 4 la streptomycine. 


MATERIEL UTILISE. — E'spéces bactériennes. — Pour nos études 
nous avons utilisé des souches de Staphylococcus aureus (n* 131 
et 133) et deux mutants de Salmonella enteritidis (var. Danysz) 
sensibles et résistants a la streptomycine. (Toutes les souches 
sensibles proviennent de la collection de l'Institut Pasteur.) Les 
souches streptomycino-résistantes ont été obtenues par des sub- 
cultures en présence de doses croissantes d’antibiotique. Les 
deux mutants résistant a la streptomycine furent isolés par 
J. Servant [3]. La résistance de ces souches était de Vordre de 
3000 pg de streptomycine par milliitre d’eau peptonée. Celle 


(*) Manuscrit recu le 8 juillet 1953. 
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des souches normales était de l’ordre de 3 yg d’antibiotique par 
millilitre de méme milieu de culture. 


CoNnDITIONS DE NOS EXPERIENCES. — Pour la préparation de |’ino- 
culum, nous avons utilisé de l’eau peptonée et glucosée (20 g de 
peptone hactériologique pepsique) [U.C.L.A.F.], 4 g de NaCl ct 
2 g de glucose pour 1000 ml d’eau). L’inoculum était étalé sur 
du bouillon gélosé contenu dans des boites de Roux. Deux séries 
de boites de Roux furent ensemencées par des inocula de méme 
masse prélevés 4 la dix-huitiéme heure dans des cultures respec- 
tives. Le milieu de culture ne contenait pas de streptomycine, car 
les bactéries résistantes, avant d’étre utilisées, ont subi deux 
passages dans un milieu de culture (eau peptonée) sans antibio- 
tique. Toutes les heures nous avons opéré des prélévements dans 
une boite de chaque série. ‘Les bactéries furent récoltées, centri- 
fugées a 2.000 g, lavées A Veau distillée et mises en suspension 
dans de l’eau distillée. Sur 0,5 ml de cette suspension nous avons 
dosé l’azote total. Le reste de la suspension fut utilisé pour 
Vextraction des acides nucléiques d’aprés la méthode de 
Schneider [4]. L’acide ribonucléique fut dosé selon Mejbaum [5] 
et Viacide désoxyribonucléique selon Dische [6] (1). L’azote pro- 
téique fut déterminé sur le résidu bactérien aprés les extractions 
par l’acide trichloracétique a froid et A chaud. 


RESULTATS oBTENUS. — Nos résultats sont exprimés en milli- 
grammes de ribose d’acide ribonucléique par rapport au milli- 
gramme d’azote total, au début de la phase exponentielle de pro- 
lifération (tableau I). 


_ RIBOSE — EXCEDENT 
de l'acide nuciéique 
’ : en mg/mg d’N par rapport 
ESPECES BACTERIENNES a la scuche 
—_ Souche Souche poe 
sensible résistante p. 100 
Slaphylococcus aureus (n° 131). 0,305 0,525 73 
Staphylococcus aureus (n° 133) 0,375 0,580 5A 
Salmonella enteritidis (mutant G) 0,270 0,400 47 
Salmonella enteritidis (mutant P). . 0,285 0,626 420 


Le taux d’acide ribonucléique est en excédent de 47 a 120 p. 100 


(1) Le dosage du P nucléique nous a donné des résultats qui concor- 
daient assez bien avec ceux obtenus par les dosages colorimétriques 
du ribose et du désoxyribose des acides nucléiques. 
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chez les souches  streptomycino-résistantes par rapport aux 
souches sensibles. Ce taux peut varier suivant l’expérience. 
L’accumulation excédentaire d’acide ribonucléique par les 
souches résistantes peut persister pendant un temps plus ou 
moins long selon l’espéce bactérienne. 

Des dosages effectués sur des bactéries prélevées a la dix- 
huitieéme et a la vingt-quatriéme heure de prolifération montrent 
que les souches résistantes sont beaucoup plus riches en acide 
ribonucléique que les souches sensibles de mémes espéces. Parmi 
les espéces étudiées c’est seulement chez Salmonella enteritidis 
que les souches résistant a la streptomycine sont également plus 
riches en acide désoxyribonucléique que les souches sensibles. 

Signalons qu’il est indispensable de vérifier la résistance des 
souches utilisées avant et aprés chaque expérience, car la dimi- 
nution de la résistance au-dessous d’une certaine valeur peut nota- 
blement influencer les résultats. 

Toutes les souches streptomycino-résistantes que nous avons 
étudiées jusqu’A présent accumulaient beaucoup plus d’acide 
ribonucléique que les souches sensibles. L’accumulation de cet 
acide ne semble pas dépendre de la vitesse de prolifération. La 
vitesse de prolifération ne semble pas non plus dépendre du taux 
d’acide ribonucléique. Les souches de Staphylococcus aureus 133 
et de Salmonella enteritidis (mutant G) résistant 4 la streptomy- 
cine ont une vitesse de prolifération identique a celle des souches 
sensibles, mais elles accumulent plus d’acide ribonucléique que 
les souches sensibles. D’autre part, les souches de Staphylococcus 
aureus 131 et de Salmonella enteritidis (mutant P) streptomycino- 
résistantes proliférent beaucoup plus lentement que les souches 
sensibles. Pourtant elles sont plus riches en acide ribonucléique. 
Plusieurs auteurs [7, 8, 9] ont d’ailleurs isolé des souches résis- 
tant a la streptomycine ayant soit une vitesse de prolifération 
moindre, soit une vitesse supérieure a celle des souches sensibles. 
On est amené a penser que la vitesse de prolifération d’une 
souche streptomycino-résistante dépendrait de la prédominance 
de tel ou tel type de mutant se trouvant dans cette population. 
D’aprés nos résultats, il semble que la vitesse de prolifération 
d’une souche streptomycino-résistante ne serait pas proportion- 
nelle au taux d’acide ribonucléique de cette souche. 

Voici, A titre de comparaison, les vitesses de prolifération et les 
taux d’accumulation d’acide ribonucléique des souches de Salmo- 
nella enteritidis (fig. 1 et 3) et de Staphylococcus aureus 133 
(fig. 2 et 4) sensibles et résistantes a la streptomycine. 

Dans nos études sur les acides nucléiques des souches strepto- 
mycino-résistantes nous n’avons pas observé de parallélisme entre 
les teneurs en acide ribonucléique et l’accumulation de protéines. 
Les souches résistantes accumulent des quantités considérables 
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dacide ribonucléique, tandis que leur teneur en protéines reste 
identique a celle des souches sensibles. 

Jeener et Brachet [40] ont montré l’existence, chez les Levures, 
de deux fractions distinctes d’acide ribonucléique. L’une est 
« fixée » aux microgranules cellulaires et l’autre se trouve a l'état 
« libre ». Pour ces auteurs, ce serait seulement l’acide granulaire 


300 -opacite 


Bre. Fic. 2. 


Fic. 1. — Courbes de prolifération de Salmonella enteritidis. 
I. Souche sensible. Il. Souche résistante (mutant P). 


Fie. 2. — Courbes de prolifération de Staphylococcus aureus 133. 
I. Souche sensible. I]. Souche résistante. 
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Fig. 3. Fic.-4, 
Fic. 3. — Ribose d’ac. nucléique de Salmonella enteritidis. 


I. Souche sensible. ll. Souche résistante (mutant P). 


Fic. 4. — Ribose d’ac. nucléique de Staphylococcus aureus 133. 
1. Souche sensible. Il. Souche résistante. 


qui interviendrait dans la synthése protéique. Nous nous sommes 
demandé si Vacide ribonucléique accumulé en excédent par les 
souches streptomycino-résistantes se trouvait dans les bactéries 
& létat non « é » aux granules, ou bien « lié » & ceux-ci. 

Pour cette étude nous avons appliqué le procédé que Jeener et 
Brachet [40] ont utilisé dans le cas des Levures. 

Deux souches de Salmonella enteritidis, une sensible et une 
résistante (mutant P) a la streptomyeine, ont été prélevées sur 
milicu gélosé dans des boites de Roux, a la dix-huitiéme heure 
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de leur prolifération. Aprés lavage par du tampon phosphate M/200 
pH 7,2 les bactéries furent mises en suspension (tampon phos- 
phate) et broyées dans un mortier en présence de sable de Fontai- 
nebleau pendant quinze minutes a 0°. Le broyat fut centrifugs 
a 2000 g pendant quinze minutes pour éliminer les bactéries non 
broyées et les débris bactériens visibles. La solution opalescente 
fut soumise a l’ultracentrifugation (60 000 g pendant une heure) 
pour séparer les granules ullramicroscopiques des protéines qui 
restent dans le liquide surnageant (2). Les granules ultracentri- 
fugés ont été lavés (tampon phosphate M/200), puis mis en sus- 
pension homogéne dans le méme tampon. D’autre part, les 
liquides de lavage ont été réunis au liquide surnageant initial. 

Sur la suspension des granules nucléoprotéiniques et sur !« 
liquide surnageant nous avons dosé l’azote total, l’acide ribonu- 
cléique et Vacide désoxyribonucléique. Pour doser les acides 
nucléiques nous avons utilisé les méthodes colorimétriques. Ces 
résultats furent contrdlés soit par le dosage du P nucléique, soit 
par l’absorption des U. V. par les bases puriques et pyrimidiques. 

Nous pouvons admettre que les granules nucléoprotéiniques ne 
contiennent pratiquement pas d’acide ribonucléique ni d’acide 
désoxyribonucléique a l’état « libre ». Par contre, le liquide sur- 
nageant contient en assez grande abondance des acides nucléiques 
(ribo- et désoxyribonucléiques) 4 état « libre », mais leur dosage 
est rendu incertain par la présence éventuelle dans ce liquide de 
divers produits de dégradation de ces acides (nucléotides, nuclé- 
osides, oses, bases puriques et pyrimidiques, esters phospho- 
riques, 1ons phosphoriques). 


RESULTATS OBTENUS DANS LE CAS DE @ SALMONELLA ENTERITIDIS 
(var. Danysz). — Nos résultats sont exprimés en milligrammes 


d’acide nucléique par rapport a l’azote total de l’échantillon 
étudié. 


ACIDE ACIDE 
ribonucléique désoxyribonucléique 


ACIDES NUCLEIQUES 


Souche Souche Souche Souche 
sensible | résistante (P)| sensible | résistante (P) 


Dans les granules ..... . 
Dans la solution surnageante, 


(2) L’ultracentrifugation a été effectuée par M. Slizewitz, que nous 
remercions tres vivement. 
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Les granules provenant d’une souche streptomyvino-résistanie 
(mutant P) sont beaucoup plus riches en acide ribonucléique et 
en acide désoxyribonucléique que les granules provenant de la 
souche sensible. Par contre, dans le liquide séparé des granules, 
c’est seulement pour l’acide ribonucléique que nous observons une 
différence significative entre la souche résistante et la souche 
sensible. 

D’aprés Jeener et Brachet, les cellules des levures contiendraient 
toujours la méme quantité d’acide ribonucléique lié aux granules, 
tandis que la fraction non granulaire peut subir des variations 
importantes. Pour ces auteurs, la vitesse de prolifération des 
Levures serait proportionnelle a Ja teneur de la cellule en acide 
ribonucléique granulaire. Elle est indépendante de la teneur en 
acide ribonucléique non granulaire. Ces conclusions obtenues pour 
les levures ne semblent pas valables pour les bactéries streptomy- 
cino-résistantes. En effet, dans le cas des bactéries résistantes les 
granules nucléo-protéiniques sont plus riches en acide ribonu- 
cléique que les granules des bactéries sensibles, et pourtant la 
souche résistante a une vitesse de prolifération inférieure a celle 
de la souche sensible. D’autre part, Jeener et Brachet pensent 
que l’acide ribonucléique granulaire agit en tant qu’élément d’un 
organite sur la synthése des protéines. Les bactéries streptomy- 
c:no-résistantes sont beaucoup plus riches en acide ribonucléique 
granulaire que les bactéries sensibles, et pourtant le taux de pro- 
téines est identique a celui des bactéries sensibles. Il semble done 
que les théories de Brachet et de Caspersson ne soient pas direc- 
tement applicables aux souches streptomycino-résistantes. D’autres 
hypothéses doivent étre envisagées. On peut, par exemple, penser 
que Vacide ribonucléique excédentaire dans les granules nucléo- 
protéiniques des souches résistantes a une structure particuliére 
et n’intervient pas directement dans la synthése protéique. 


ConcLusion. — 1° Les souches streptomycino-résistantes de 
diverses espéces bactériennes sont, A certaines périodes de leur 
prolifération, beaucoup plus riches en acide ribonucléique que les 
souches sensibles de mémes espéces. Les souches de Salmonella 
enteritidis résistant & la streptomycine sont, en outre, plus riches 
en acide désoxyribonucléique que les souches sensibles. 

2° La vitesse de prolifération des souches streptomycino-résis- 
lantes ne semble pas dépendre du taux d’acide ribonueléique. 

3° Les microgranules provenant d’une souche de Salmonella 
enteriidis streptomycino-résistante (mutant P) sont beaucoup plus 
riches en acide ribonucléique et en acide désoxyribonucléique 
que les granules provenant de la souche sensible. La souche 
résistante est plus riche en fraction « libre » d’acide rihonu- 
cléique que la souche sensible. 
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4° Les souches résistantes accumulent des quantités considé- 
rables d’acide ribonucléique, tandis que leur teneur en protéines 
reste identique a celle des souches sensibles A la streptomycine. 
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LE SORT DE CERTAINS ANTIGENES D’E. COL/ 
AU COURS DE LA LYSE BACTERIOPHAGIQUE 


par Liss QUERSIN-THIRY (’). 


(Institut Pasteur de Bruzelles.) 


La lyse bactériophagique apporte-t-elle une modification, quali- 
tative ou quantitative, aux divers antigénes bactériens ? Dans le 
présent travail, ce probléme sera abordé par l'étude, au moyen 
de réactions de fixation de l’alexine, du comportement de quelques 
lysats coliphagiques vis-a-vis des sérums antibactériens homo- 
logues. La question de |’élaboration des antigénes coliphagiques 
sera done délibérément laissée de céte. 


MATERIEL ET METHODES. 


1° Souches employées. — Pour cette étude  préliminaire, 
4 souches d’E. coli et 6 souches de coliphages ont été choisies 
dans notre collection. E. coli 2 et E. coli 36, tous deux de type R, 
sont sensibles, lun au phage ShG, et l’autre aux phages C36, 
ShG, Shp ; quant au colibacille @, sa variété S (E. coli mS) est 
lysée ‘par les phages PF et pfi, tandis que sa variété R (E. coli » R) 
est devenue insensible a pfi, par perte du récepteur spécifique 
correspondant [4], mais a conservé sa sensibilité & PF; elle est 
devenue en outre sensible aux phages C36, C16, ShG et Shp. 

2° Immunisation des lapins. — Pour chaque souche d’E. coli, 
une culture sur gélose nutritive est mise en suspension dans 10 ml 
de solution physiologique et inoculée par voze intraveineuse, tous 
les quatre jours, aux doses croissantes de 0,05 ml, 0,1 ml, 0,2 ml. 
0,5 ml et 1 ml. ‘Les lapins sont saignés huit jours aprés la derniére 
injechon et les sérums chauffés pendant une demi-heure a 56°. 

3° Réactions de fixation de Valexine. — A 0,1 ml d’antigéene 
sont ajoutés successivement 0,1 ml de sérum et 0,1 ml d’alexine 
diluée, contenant 2 doses minimales hémolytiques. Aprés une 
heure de contact a 387°, on ajoute 0,2 ml d’une suspension de 
globules rouges de chévre sensibilisés, préparés par addition 
d'un volume de suspension de globules rouges & 5 p. 100 a un 
volume de sensibilisatrice diluée de telle fagon que 0,1. ml 
contienne 5 doses minimales hémolytiques. Aprés vinet minutes 
a 87°, le titre du sérum ou de l’antigéne est donné par la premiere 


(*) Manuscrit recu le 6 mai 1953. 
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dilution pour laquelle la fixation d’alexine n’est plus totale, mais 
partielle. 


R&ESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° Formule antigénique des 4 souches dE. coli. — Nous limi- 
terons ici nos recherches aux antigénes O et K, bien décrits 
par F. Kauffmann [2]. Rappelons que les antigénes somatiques O 
rés:stent au chauffage 4 100° pendant une heure et que les anti- 
génes superficiels IK se subdivisent en antigénes L, B et A; les 
premiers perdent toute activité aprés chauffage une heure a 100°. 
les seconds, apres le méme mode de chauffage, ont aussi perdu 
leur agglutinabil:té mais non leur pouvoir d’absorber l’anticorps 
correspondant, enfin les troisiémes sont des antigénes capsulaires 
et ne sont imaclivés qu’aprés un séjour de deux heures a 120°. 

Les tests d’agglutination, ainsi que l’adsorption des sérums sur 
des culots de bactéries lavées, ont été effectués selon les prescrip- 
tions de F, Kauffmann {2}. A IX gouttes de suspensions bacté- 
riennes semblables a celles qui ont servi pour l’immunisation des 
lapins, on ajoute I goutte de sérum pur ou dilué; les mélanges 
sont laissés en contact soit pendant deux heures a 37° puis une 
nuit a 4°, dans le cas des suspensions de germes vivants (recherche 
des antigénes superficiels B ou L), soit pendant vingt heures 
a 50° dans le cas des germes chauffés pendant une heure a 100° 
(recherche des antigénes somatiques O et superficiels A). Bien que 
des expériences quantitatives aient été réalisées, établissant le titre 
de chaque sérum vis-a-vis de chaque suspension bactérienne, i] 
nous a paru plus clair d’exposer les résultats sous la forme 
schématique du tableau I. Celui-ci met en évidence un antigéne 
thermostable commun aux 4 colibacilles étudiés, et décelé seule- 
ment par les tests d’agglutination effectués a 50°: il ne peut 
s’agir d’un antigéne O puisque 3 des 4 germes qui le possédent 
sont du type R. Appelons x cet antigeéne de groupe, responsable 
des réactions d’agglutination croisée entre les 4 souches. 

Le bacille coli gS posséde en outre un antigéne superficiel, 
car il est agglutinable a 37° par ’immunsérum homologue et par 
ce méme sérum adsorbé sur » S chauffé, mais non par le sérum 
mis en contact au préalable avec mS vivant. Le fait que le chauf- 
fage de mS pendant une heure a 100° suffit pour enlever 4 son 
antigéne superficiel toute propriété de s’unir a l’anticorps corres- 
pondant indique qu'il ne s’agit ni d’un antigéne A, mi d’un anti- 
géne B, mais bien d’un antigéne L. D’autre part, ce germe 
posséde aussi un antigéne somatique O car l’immunsérum dirigé 
contre » S, débarrassé de ses agglutinines anti-c par adsorption 
sur @ R vivant, agglutine encore gS, méme quand celui-ci a été 
démuni de son antigéne superficiel par chauffage a 100°. 

Pour condenser les renseignements que nous possédons sur les 
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TasLeau I. — Tests d’agglutination. 


SERUMS 
Anti 36 | Anti2|AnticR Anti oS 
2 a SS sere FORMULE 
Slo | Shobhe od 2 ier ek 
2 < 2 g 2/Fle2}| se] ee ci antigénique (2) 
= a = 3 saree les 
5 | 5 B = ad = is oe ee Ba 
Ba Hl eta tees a let ieee Teese poms 
Soo reel BH ee SAS eae eevee 
aM ee & s(“| 5/8 |42\2% 
Ss = Z LEON et || oe ee 
< < a/=| S|] & 
Germes vivants : 
B. Coli 36. . . .| —(1) _ — — Bey (Op hy tle 
ae a ee — — — x, @. 
Oo ell — =— — — x, b; csid, ein 
cae ee —_ — se |pan |i) ae || ae OM an 
Germes chauffés 
4 heure a 100° : 
B. Coli 36°. + | i fi tls |e) Pe 5) SE) | 
P43 oc aie SS) Salhi == |e |= aad —|— 
oR. aah i se a at ete 
gs. mie Ste ale | Se iise Ge |S ih 


(1) +, agglulination positive; correspond a un titre sérique de 1/320 A 1/1280; +, 
agglutination peu intense, méme aux faibles dilutions de sérum; —, agglutination nulie 
pour une concentration sérique de 1/10; pas de phénoméne de zone. 

(2) Les signes a, b, c, d, e, f, sont arbitrairement employés pour désigner respective- 
ment les récepteurs des phages pfi, PF, C 36, C 16, ShG et Shp. 


a a aaa ners 


4 souches de colibacilles, nous avons, dans le tableau I, ajouté 
a la formule antigénique des symboles a, b, c, d, e, f qui tradui- 
sent la sensibilité aux 6 phages envisagés dans ce travail. Chacun 
des récepteurs ainsi symbolisés est probablement antigénique. En 
effet, nous avons observé pour les phages C36, C16, ShG et Shp, 
ce que J. Beumer [4] avait décrit pour le phage PF, a savoir que 
les cullures sensibles 4 ces phages sont protégées contre la lyse, 
non seulement par le sérum antibactérien homologue( phénoméne 
de Da Costa Cruz), mais encore par des sérums dirigés contre 
d'autres colibacilles sensibles au méme phage: la protection 
semble done bien due, dans tous ces cas, comme l’a sugeéré 
J. Beumer, au blocage spécifique des récepteurs par un anticorps 
correspondant. 

2° Comparaison entre tests d’agglutination et réactions de fixa- 
tion de Valexine. — Avant de chercher a suivre le sort des anti- 
génes x, O et L au cours de la lyse bactériophagique, il est néces- 
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salre de s’assurer que chacun de ces antigénes est capable de 
fixer l’alexine en présence de l’anticorps correspondant. 


Des extraits aqueux colibacillaires, destinés & l’étude des antigénes 
superficiels, sont obtenus en laissant macérer pendant une hetre, au 
laboratoire, le produit d’une culture sur gélose nutritive recueilli 
dans 10 ml de solution physiologique ; les suspensions sont ensuite 
centrifugées pendant une demi-heure A 7000 tours. Le titre antigé- 
nique des liquides surnageants dépasse rarement 1/8, mais les extraits 
préparés a partir de suspensions bactériennes plus riches sont anti- 
complémentaires. 

D’autre part, en guise d’extraits bactériens totauz, nous avons 
employé des suspensions bactériennes broyées A l’aide de billes de 
verre pendant trois heures 4 4°, dans un désintégrateur de Mickles. 
Le nombre de germes qui survivent 4 ce traitement est de l’ordre de 
quelques unités par million; les préparations microscopiques ne 
montrent pas de bacilles intacts. Les antigénes ainsi obtenus titrent 
1/382 a 1/64. 

Rappelons que lorsqu’ils sont destinés a des tests de fixation de 
Valexine, les sérums adsorbés sur des germes vivants ne peuvent étre 
traités par le chloroforme, sous peine de devenir anticomplémentaires. 
Ce mode de stérilisation proposé par Kauffmann, nous ne l’avons rem- 
placé par aucun autre, mais nous avons pris soin de soumettre les 
sérums A une forte centrifugation et de les employer trés rapidement 
apres leur contact avec les bactéries. 


Il ressort des résultats, consignés dans le tableau II, que, dans 
les extraits bactériens totaux, chacun des antigénes x, O et L peut 
étre décelé par une réaction de fixation de l’alexine. Les extraits 
aqueux des EF. coli g R, 2 et 36 contiennent Vantigéne x ; celui 
de mS contient a la fois x et L. 

Dans ces réactions, pas plus que dans les tests d’agglutination, 
la présence d’un méme récepteur de phage chez deux colibacilles 
distincts ne provoque de réactions croisées entre ces deux 
souches ; ainsi, les extraits de 2 colibacilles de type S (E. coli 3 
et E. coli 210), qui possédent en commun avec qS le récep- 
teur b au phage PF, ne fixent nullement l’alexine en présefce 
de Vimmunsérum dirigé contre g 8S. Des expériences analogues 
montrent que les récepteurs c, d, e et f se comportent comme le 
récepteur b. Ne disposant pas d’une souche bactérienne distincte 
de » S qui soit sensible 4 pfi, nous n’avons pu étudier de la méme 
facon le réle du récepteur a ce phage (récepteur a). 

La destruction des derniers germes viables présents dans les 
extraits peut étre effectuée par chauffage pendant une demi-heure 
a 60°, sans que le pouvoir antigénique de ces extraits soit affecté : 
Vantigéne L, en particulier, supporte bien cette température. Si 
l’on chauffe de cette fagon, non plus les extraits de la souche g S, 
mais des cultures en milieu liquide (bouillon de viande ordinaire), 
on fait passer en partie |’antigéne L dans le milieu ambiant, ce 
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Tapteau Il. — Réactions de fixation de l’alexine 


SERUMS 


Anti 36 Anti2 | Anti ¢ R 


ANTIGENES 


a 100° 


Adsorbé 9 R 
Non trailé 
Adsorbé ¢ 8 
hauffé 1 h. 


Non traité 
Adsorhé 36 
Non traité 


Non traité 
Adsorbé 2 


y 
4 


Adsorbé o S vivant 


| 


| Adsorbé ¢ R vivant 


Extraits bactériens 
aqueux 


B. Coli 36. 
Qa 
Re 

S) 


BL 
| +4++4 


Bactéries broyées 
B. Coli 36. 
Das 
oR. 
@S8. 


+t + fees 


- ~ 


ep 


(1) +, pas d’hémolyse. Réactions positives tusqu’a des taux sériques voisins des titres 
obtenus dans les tests d’agglutination; —, hémolyse totale ; +, hémolyse partielle. 


qui se manifeste par un démasquage de l’anligéne O : en ce qui 
concerne la fixation de l’alexine, ces cultures de E. coli m S, chauf- 
fées a 60°, se comportent plutdt comme les bactéries broyées que 
comme leur eau de lavage. 

3° Etude antigénique des lysats bactériophagiques. 


Pour chacune des 4 souches d’E, coli, des cultures en milieu liquide, 
jeunes et trés peu denses, sont additionnées de bactériophage A raison 
de 3 a 5 particules par bactérie, puis laissées au bain-marie & 37°, 
en méme temps que des cultures témoins, sans phage. Dans ces condi- 
tions, la plupart des cultures infectées conservent une opacité égale 
\ celle des cultures normales, pendant un temps assez long, allant 
de soixante a quatre-vingt-dix minutes ; elles se lysent ensuite brus- 
gquement, en cinq minutes environ. D’autres systémes se comportent 
un peu différemment : la lyse de @S par pfi est brusque également, 
mais plus précoce (vingt minutes aprés l’addition de phage) ; la lyse 
dE. coli 2 par ShG, et surtout celle de @S par PF, sont plus lentes 
et progressives (on note respectivement des laps de.temps de quinze 
et de trente minutes entre le début de l’éclaircissement et le moment 
ou la lyse est complete). Immédiatement avant l’addition du phage, 
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et d’autre part aprés que la lyse est terminée, on préléve des échan- 
tillons de culture normale et de culture infectée, que l’on chauffe 
pendant une demi-heure & 60°. Le titre antigénique de ces échantillons 
est alors déterminé en recherchant la fixation de l’alexine en présence 
des sérums antibactériens homologues. 


Tastgau Il]. — Réactions de fixation de l'alexine entre lysats 
bactériophagiques et sérums antibactériens homologues. 


Bacteria! Titre de la culture (x) |Titre du ] Durée de la lyse i 
5 Phage 
sensible |~ “S" | a------------ po--- +e eee lysat- |<-----------~--,---- -----~---e 
Au moment de |Quand la ly-|--------- Début de lyse lyse compléte 
l'addition du]se est com- |Quand la arréc aprés 
phage pléte dans lyse est 
la culture compléte. 
infectée 
IE .coli36 | C36 RGD. 2 2 55 min. 60 min 
ShG aS} 3 3 €5 min. 90 min 
Shp 1,5 3 3 60 min. 85 min 
2 ShG 1 3 1 70 min. 85 min 
YR (2x) | PF 0,5 3 3 55 min. 60 min 
C36 01,5 4 4 75 min, 80 mir 
C16 0,5 2 2 40 min. 45 mit 
ShG 0,5 3 3 55 min. 60 min 
¥s pfi 5 16 1 20 min 25 min 
PF 3 52 24 80 min 110 min 
Legh os LERCS eR, Oe cs Serge Seek ea |e aS (CN ee ae ke (ae 
(x) Le titre est donné par l'inverse de la premiére dilution d’antigéne pour laquel- 
le la fixation d'alexine n'est plus que partielle. 
( xx) ’ R posséde le récepteur de Shp mais n'est lysé que partiellement par ce phage. 


ee ee ee ee we eee on oo oe we oe oe ee ee ws oe ee ee ee ee eee 


Les résultats de ces réactions, notés dans le tableau III, ont été 
confirmés par de nombreuses expériences dans lesquelles la 
proportion de particules de phage par bactérie varia de 2 a 10. 
Cette proportion est sans influence sur les faits suivants : 

1° La lyse d’E. coli @ R, ou celle d’E. coli 36, par les phages 
étudiés ici n’apporte aucune modification antigénique a la cul- 
ture : le titre du lysat égale celui de la culture normale au méme 
moment. 

2° Au contraire, la lyse d’E. coli gS par pfi s’accompagne 
d’une perte du pouvoir antigénique : perte marquée (de 16 a 1) 
si l’on compare le lysat a l’échantillon de culture normale prélevé 
au moment de la lyse ; perte assez faible (de 3 a 1), mais cons- 
tante, par rapport 4 l’échantillon prélevé immédiatement avant 
V’addition du phage. 

3° Dans les 2 cas qui correspondent a une lyse progressive 
(E. coli 2 + ShG, E. coli eS + PF), le lysat témoigne d’un titre 
moindre que celui de la culture de méme Age, mais non moindre 
que le titre de la culture contemporaine de l’addition du phage : 
différences qui évoquent un défaut d’élaboration d’antigénes neuls 
chez ces bactéries infectées, plut6t qu'une destruction des anti- 
eénes existants. 

Nous avons ensuite recherché si la perte antigénique subie par 
@ S au cours de la lyse par pfi se rapportait plus particuli¢rement 
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a az, a O ou a L. Les mémes lysats ont été testes vis-a-vis de 
’immunsérum correspondant a gS, adsorbé soit sur @ R vivant 
(sérum ianti-OL), soit sur g S vivant (sérum anti-O, + 2), soit sur 
@ S bouilli (sérum anti-L), ainsi que vis-a-vis de )’immunsérum 
correspondant a gR (anti-r). Seuls de ces sérums, ceux qul 
possédent encore l’anticorps dirigé contre L décélent une défi- 
cience antigénique dans le lysat ; au contraire, celui-ci se comporte 
exactement comme la culture de gS au méme Age, en présence 
des anticorps dirigés contre O ou x. La destruction n’intéresse 
donc uniquement que |’antigéne superficiel L. 

A quel moment la perte de cet antigéne se produit-elle ? Une 
a deux minutes aprés laddition du phage, et ensuite toutes les 
cing minutes, prélevons des échantillons de culture infectée, et 
comparons-les aux cultures normales de méme age, vis-a-vis de 
Yimmunsérum qui correspond a gS. Pour bloquer rapidement 
lV infection bactériophagique dans ces échantillons, deux méthodes 
sont employées : dans l’une, le tube qui vient de recevoir le préleé- 
vement est immergé dans l’eau glacée pendant une demi-heure, 
en présence d’une concentration 0,02 M de cyanure de potassium ; 
dans l’autre, l’échantillon est rapidement mélangé a un volume 
égal de bouillon chauffé 4 60°, puis laissé pendant une demi- 
heure a cette température. Des examens macroscopiques et micro- 
scopiques, ainsi que des numérations de particules de phage (par 
étalement en double couche de gélose), révélent que la lyse et la 
multiplication des bactériophages ont ainsi été arrétées. Contrai- 
rement a ce qui se passe pour les phages T2 et T4 (Doermann [3)) 
ainsi que pour le phage T5 (Ph. Rountree [4]), si l’on reporte 
a 37° les échantillons additionnés de cyanure, ceux-ci ne se lysent 
pas. 

Le titre antigénique de tous les échantillons obtenus par l’une 
ou autre méthode est alors déterminé, a l'aide de ’immunsérum 
dirigé contre @S, et d’alexine. Les antigénes chauffés se com- 
portent exactement comme ceux qui ont été traités par le cyanure, 
et la fagon dont leur titre varie dans le temps est illustrée par 
les courbes de la figure 1a: tandis que le pouvoir antigénique 
de @S croit d'une facgon linéaire pendant les vingt-cing minutes 
que dure l’expérience, il se fait, dans la culture infectée par pfi, 
une perte brusque et précoce d’antigéne, entre la deuxiéme et la 
cinquiéme minute aprés l’infection, aprés quoi le titre reste station- 
naire jusqu’aprés la lyse. Si le chauffage ou le cyanure ont réelle- 
ment bloqué immédiatement et complétement tout le processus de 
Vinfection bactériophagique, ces résultats signifient que la perte 
Uantigéne L, illustrée par la premiére portion de la courbe, doit 
ae ea de la ce ey bactériophages ; elle est en 

cer ainement antéricure a la libération de particules de 
phage completes, ainsi qu’a la lyse. 
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En ce qui concerne la portion horizontale de la courbe, elle 
s'explique le mieux par un certain équilibre entre |’élaboration 
normale d’antigénes O et x, laquelle n’est pas génée par I’infection 
bactériophagique, nous l’avons vu plus haut, et la perte progres- 
sive d’antigéne L, qui continuerait jusqu’a la lyse. Dans certaines 
expériences, nous avons d’ailleurs noté, entre la cinquiéme et la 
vingt-cinquiéme minute, une fluctuation autour d’un titre moyen, 
plutot qu’un titre uniforme. Pour tenter de démontrer que la 
perte d’antigéne L n’est pas limitée aux premiéres minutes de 
Vinfection bactériophagique, nous avons testé les mémes échantil- 
lons vis-a-vis de sérum anti-L (anti-g S, adsorbé sur @ S bouilli) : 


1g fig. 74 QD Figue 
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Fie. 14. — En abscisse, le temps en minutes; en ordonnée, le titre antigénique 
—, culture infectée; - - -, culture normale; 14, titre antigénique déterminé 


en présence de l’immum-sérum dirigé contre ¢S. 16, titre antigénique 
déterminé vis-a-vis du méme sérum, adsorbé sur 9S bouilli (= sérum anti L). 


dans ces conditions, le titre des antigénes est évidemment beau- 
coup plus faible, si bien que, pour la culture infectée, ce titre est 
déja tombé a 0, cing minutes aprés l’addition du phage (fig. 1 b). 
Cette expérience ne permet donc pas de prouver que la perte 
d’antigéne L se poursuit pendant toute Jlinfection bactério- 
phagique. 

4° Etude antigénique des suspensions bactériennes tuées par les 
rayons ultra-violets, puis lysées par des bactériophages vivants. 
— Ce mode de lyse, décrit par T. F. Anderson [5], n’est exercé, 
en ce qui concerne les phages PF et pfi, que par des stocks assez 
concentrés, oblenus par exemple par culture sur milieu solide 
recouvert d’une feuille de cellophane (L. Quersin et J. Dirkx /6)). 
Préparés selon la méme technique, les stocks des phages C36, 
C16, ShG et Shp ne lysent que partiellement les souches sensibles 
irradiées, aussi ne les avons-nous pas inclus dans cette série 
d’expériences. 
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Celles-ci consistent & comparer A des suspensions témoins, et tou- 
jours a l’aide de réactions de fixation de l’alexine des suspensions 
d’E. coli gR ou @& stérilisées par une forte dose de rayons ultra- 
violets, puis complétement lysées 4 37° soit par les phages PF ou pfi 
dans le cas de qS, soit par le phage PF dams le cas de @ R (les stocks 
de phage concentrés, contenant environ 5 x 107° particules par milli- 
litre sont employées A la dilution finale de 1/10; ils ont été filtrés 
et contiennent peu d’antigénes bactériens). Avant d’étre testées, les 
suspensions sont broyées en présence de billes de verre, puis chauffées 
& 60°. 


On trouve dans ces conditions que les germes irradiés broyés 
sont antigéniquement semblables 4 ceux qui n’ont pas été irradiés, 
que la lyse par pfi d’E. coli g S s’accompagne uniquement de la 
perte de l’antigéne L, tandis que la lyse par PF n’exerce sur @ 5 
ou sur @R irradiés aucune modification antigénique. La lyse 
d’Anderson, qui est liée aux particules de phage mais qui ne 
s’accompagne pas de la multiplication de celles-ci, comporte donc, 
du point de vue bactérien, les mémes conséquences que la lyse 
baclériophagique normale. 

5° Etude antigénique des suspensions d’E,. coli lysées par la 
glycine ou par le pyrophosphate. — La perte d’antigéne L subie 
par @ S au cours de Ja lyse par pfi semble bien spécifique, puis- 
qu’elle ne survient pas lors de la lyse par PF. Rappelons que 
Yaction de ce dernier phage est quatre 4 cing fois plus lente que 
celle de pfi (voir tableau III). Bien qu’une influence de la vitesse 
de lyse sur la labilité de l’antigéne L paraisse peu probable, nous 
avons jugé intéressant de comparer la lyse de @ S par la glycine, 
qui débute tard, aprés quatre heures ou plus, et n’est totale 
qu’aprés dix-huit heures 4 87°, a la lyse de ce germe par le 
pyrophosphate, phénoméne beaucoup plus brusque, décrit par 
J. Salmon [7]: en présence de ce sel, la lyse se déclenche immé- 
diatement ; elle est presque terminée aprés cinquante a soixante 
minutes. 


L’effet du pyrophosphate ne s’observant, selon Salmon, que pour 
des cultures jeunes, nous avons récolté des cultures sur milieu solide 
dgées de 5 heures, dont les culots, aprés centrifugation et lavages, 
ont été repris soit dans de l’eau distillée, soit dans une solution de 
glycine molaire stérilisée par filtration, soit dans une solution de pyro- 
phosphate sodique 4 0,8 p. 100, également filtrée ; l’opacité des suspen- 
sions obtenues était semblable 4 celle des suspensions utilisées dans 
les expériences antérieures. Aprés séjour 4 37°, les suspensions sont 
relirées des que la lyse est totale, broyées, puis chauffées A 60°. 


Testés vis-a-vis des immunsérums homologues, toujours par 
o° i , . . es 2 & . ’ ae = . 
Vintermédiaire de la fixation de l’alexine, les lysats des 4 coli- 
hacilles n’ont témoigné d’aucune modification antigénique par 
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rapport aux suspensions témoins. E. coli mS, en particulier ne 
perd son antigéne L ni quand il est lysé rapidement par le pyro- 
phosphate, ni quand il est lysé lentement par la glycine. 

6° Recherche des récepteurs bactériens dans les lysats bactério- 
phagiques. — Les réactions de fixation de l’alexine ne peuvent 
nous renseigner sur le sort des récepteurs a, b, c, d, e et f au 
cours de la lyse, puisque, d’aprés le paragraphe 2, rien ne prouve 
méme que ces récepteurs interviennent dans la réaction. 

Quant a la recherche directe des récepteurs dans les lysats, 
basée sur la propriété que possédent ces récepteurs de s’unir aux 
phages homologues en les inactivant, elle nous a fourni des ren- 
seignements utiles, mais dans certains cas seulement. 


Des lysats bactériophagiques comparables 4 des cultures normales 
témoins sont préparés et chauffés, comme il a été décrit au para- 
graphe 3. Chacun des phages PF, C36, C16, ShG et Shp est alors 
dilué, de fagon a contenir 2 & 300 particules par millilitre, dans 5 ml 
soit de bouillon, soit de culture de l’un des coli sensibles, soit de 
lysat. Aprés une heure 4 37°, le nombre de bactériophages actifs pré- 
sents dans les mélanges est déterminé par la méthode des deux couches 
de gélose, en ayant soin de choisir dans chaque cas, pour cette numé- 
ration, un germe insensible au phage qui a servi & préparer le lysat. 


Dans ces conditions, le phage ShG, mis au contact d’un lysat 
du coli g R par PF, par C36 ou par C16, présente chaque fois 
exactement le méme pourcentage d’inactivation que lorsqu’il a 
été mis au contact de la culture normale correspondante : la lyse 
de mR par ces 3 phages n’a donc pas détruit le récepteur e 
de ShG. On trouve de méme que la lyse de gS par pfi n’affecte 
pas le récepteur b de PF, et que la lyse de g R par PF ou C36 
n’endommage pas le récepteur d de C16. 

Des expériences semblables n’ont pu apporter de réponse en 
ce qui concerne le récepteur c de C236 et le récepteur f de Shp: 
ces phages se fixent extrémement mal, peut-étre d’une facon tres 
aisément réversible, sur les bactéries qui leur sont sensibles. 
L’addition d’un supplément de calcium au milieu, ou la centrifu- 
gation des mélanges avant la numération des phages, ou |’emploi 
de cultures non chauffées, n’ont pas amélioré les résultats. Quant 
au récepteur a de pfi, son sort n’a pu étre étudié, faute d’une 
souche indicatrice qui soit sensible 4 pfi sans l’étre a PF. 

W. Weidel [8], étudiant d’une fagon assez semblable le sort 
des récepteurs aux phages T, a rencontré chez ces récepteurs toute 
une gamme de sensibilité a la lyse : si le récepteur de T2 est trés 
résistant, ceux de T3 et de T7 sont par contre presque comple- 
tement inactivés au cours de la lyse bactériophagique. Les récep- 
teurs b, d et e, que la lyse n’affecte pas, n’obéissent donc pas 
a une loi générale. Weidel signale d’autre part que le récepteur 
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de TD est trés résistant a la lyse, sauf a celle de Tl : de ce que 
les récepteurs b, d et e ont résisté a la lyse par certains phages, 
on ne peut donc inférer qu’ils sont résistants d’une fagon absolue. 


Discussion. 


Cette étude, qui ne porte que sur 4 souches d’E. coli, dont 38 
sont pauvres en antigénes, doit étre étendue a d’autres colibacilles 
comportant notamment des antigénes superficiels, avant que lon 
puisse tenter de tirer des conclusions d’ordre général. 

Méme en ce qui concerne le coli @, plusieurs points demandent 
a étre précisés. Si g R, en perdant la propriété S, est devenu 
sensible aux phages C36, C16, ShG et Shp, est-ce a la suite de 
lacquisition de récepteurs supplémentaires ? Ou bien ces récep- 
teurs seraient-ils déja présents chez gS, mais en étant masqués 
par les antigénes O ou L? Tel serait le cas, selon P. Nicolle [9], 
d’un antigéne colibacillaire Vi, qui masquerait la sensibilité au 
phage CNV. Nous nous proposons de rechercher comment se 
comporte la souche @S vis-a-vis de ces divers phages, quand, 
cultivée a 18°, elle prend transitoirement le caractére R, tout en 
restant génétiquement du type S (P. Bordet [40)). 

pS se distingue en outre de g R par la présence d’un anti- 
gene Q, d’un antigéne L et du récepteur de pfi. Ce dernier est-il 
distinct des deux premiers ? Aucune ressemblance entre |’anti- 
gene O et le récepteur n’a été mise en évidence ; par contre, 
Videntité du récepteur de pfi avec l’antigéne L est suggérée par 
le fait que ce dernier antigéne est spécifiquement détruit par le 
phage pfi, et par l’apparente coincidence entre la perte de ‘L et 
la fixation ou la pénétration du phage, laquelle doit logiquement 
s’accompagner d’une destruction du récepteur. Rien ne prouve 
d’ailleurs qwil ne s’agisse pas au début, pour le récepteur comme 
pour l’antigéne L, d’un masquage de l’antigéne par suite de la 
fixation du phage ; d’aprés l’examen de la figure 1, il nous parait 
toutefois difficile d’admettre que l’antigéne masqué ne soit pas 
ensuite détruit : on verrait sinon remonter la courbe, aprés ta 
pénétration du phage. Pour éclaircir ce point, il est en tout cas 
nécessaire d’étudier le comportement antigénique d’une suspension 
de bactéries sur lesquelles le phage n’a fait que se fixer. 

L’antigéne L et le récepteur de pfi sont tous deux superficiels 
et passent aisément dans les extraits aqueux des bactéries ; nous 
rechercherons si les autres propriétés du récepteur de pfi, décrites 
par J. Beumer, s’appliquent aussi A l’antigéne L, et s’il existe 
d'autres arguments qui permettraient d’assimiler le récepteur de 
pfi a l’antigéne 'L, auquel cas la perte de L ne représenterait 
qu'un exemple particulier de destruction des récepteurs homo- 
logues au cours de infection bactériophagique. Nous tenterons 
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d’autre part de répondre a la question suivante : quand un coli- 
bacille perd un antigéne au cours de la lyse par une souche de 
phage, cet antigéne est-il rarement, souvent ou toujours identique 
au récepteur de ce phage ? Cela revient 4 se demander si |’infec- 
tion bactériophagique peut causer d’autres destructions antigé- 
niques que celle des récepteurs correspondant au phage respon- 
sable de la lyse, cette derniére destruction paraissant inéluctable. 


R&suME. 


Les souches E. coli m R, E. coli 2, E. coli 36, toutes trois de 
type R, et la souche E. coli g S, de type S, possédent en commun 
un antigéne de groupe, que nous avons appelé x. E. coli gS 
posséde en outre un antigéne somatique O et un antigéne super- 
ficiel L. Chacun de ces colibacilles est sensible a l’un ou a plu- 
sieurs des bactériophages suivants: pfi, PF, C36, C16, ShG et 
Shp. 

Des réactions de fixation de l’alexine, pratiquées sur des cul- 
tures en voie de lyse et, comparativement, sur des cultures témoins 
exemptes de phage, nous ont montré que, dans la plupart des 
cas, la lyse des bactéries ne s’accompagne pas de la destruction 
des antigénes étudiés ici; les cultures infectées continuent méme 
a élaborer ces antigénes normalement ou presque normalement 
jusqu’au moment de la lyse. 

I] n’en est toutefois pas de méme pour l’action du phage pfi 
sur la souche E. coli gS: lysé par ce phage, @ S voit son titre 
antigénique diminuer. La perte d’antigéne ne concerne que l’anti- 
géne L; elle survient deux a cinq minutes aprés laddition du 
phage et semble donc contemporaine de la fixation de celui-ci sur 
la bactérie. Elle parait spécifiquement liée a l’action du phage pfi, 
car elle ne se produit pas au cours de la lyse de @S par !e 
phage PF, par la glycine ou par le pyrophosphate sodique. On 
retrouve par contre cette destruction de l’antigéne L lors de la 
lyse par pfi d’une suspension d’E. coli gS tuée par les rayons 
ultra-violets. 

Les récepteurs bactériens correspondant aux phages PF, C16 
et ShG se retrouvent intacts dans les lysats, aprés action d’un 
bactériophage hétérologue. La méme recherche n’a pu étre effec- 
tuée en ce qui concerne les récepteurs de pfi, C36 et Shp. 
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ETUDE DE L’ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE 
DU BACTERIOPHAGE STAPHYLOCOCCIQUE H 


par M.-P. BEUMER-JOCHMANS (°). 


(Institut Pasteur de Brucelles.) 


Dans un travail précédent [4], nous avons montré que, a 44°, le 
bactériophage antistaphylococcique H est incapable de lyser les 
bactéries qu’il lyse 4 37°, mais exerce A leur égard, une action 
bactériostatique. Cette action ne peut étre mise en évidence qu’Aa 
condition d’utiliser des stocks de phage trés riches en particules 
actives et d’en introduire de grandes quantités dans le milieu de 
culture. Elle se manifeste alors, en milieu liquide, par une absence 
compléte de développement de la culture sensible pendant les 
premiéres heures d’incubation 4 44°, heures au cours desquelles 
une grande partie du phage mis en ceuvre est inactivée [2, 3] et 
une proportion importante des bactéries ensemencées tuée [4]. 
Cette action est l’ceuvre des particules de phage elles-mémes, et 
non celle d’un facteur bactériostatique distinct du phage, analogue 
a celui étudié par Wahl et Josse-Goichot [4]. 

L’action bactéricide exercée par le phage H sur les germes 
sensibles se développant 4 44°, est comparable a celle qu’exerce 
un coliphage étudié par Andrewes et Elford [5] lorsqu’ils le font 
agir dans des conditions qui ne permettent ni la multiplication du 
phage ni la lyse des bactéries sensibles, par exemple en présence 
de citrate de soude ou a basse température. Par ailleurs, on a 
décrit des bactériophages qui exercent une action bactéricide 4 
Végard de germes insensibles 4 leur action lytiquve, et dans les 
cultures desquels ils ne se multiplient pas (Sertic et Boul- 
gakov [6], Frédéricq [7, 8, 9], Whitehead, Hunter et Cox [40)). 

Whitehead et ses collaborateurs étudiant un _ bactériophage 
streptococcique, et Frédéricq [9] des coliphages dont le phage T 6 
de Demerec et Fano, ont montré que l’action inhibitrice exercée 
par ces phages sur le développement de germes insensibles a leur 
action lytique est due a l’action des particules de phage sur les 
germes. 

Nous avons constaté que le bactériophage antistaphylococ- 
cique H est lui aussi capable d’exercer une action bactéricide a 
l’éeard de germes insensibles 4 son action lytique et aux dépens 


(*) Manuscrit recu le 18 mai 1953. 
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desquels il ne peut se multiplier. Cette action se manifeste aussi 
bien & 87° qu’a 44°; elle parait identique a celle quwil exerce a 
44° dans les cultures des germes qu'il lyse a 37°. 


MatiérieL ET TECHNIQUE. 


Le phage H et les staphylocoques sensibles JB et B38, ont été 
décrits antérieurement [44]. 

Le staphylocoque B1 est un staphylocoque blanc non patho- 
géne isolé de la peau, et le staphylocoque Eg est d'origine bovine. 
Ces staphylocoques ne sont pas lysés par le phage H, mais ils 
sont sensibles a son action bactériostatique. 

Nous avons utilisé pour l’entretien des souches et l’étude de 
activité bactériostatique du phage H, l’eau peptonée a 3 p. 100 
soit telle quelle, soit gélosée 4 2 p. 100, et pour les numérations 
de phages et de germes, la gélose au bouillon nutritif. 

Le phage H est toujours régénéré sur le staphylocoque JB 
cultivé en eau peptonée, les lysats étant stérilisés par filtration 
sur bougie Chamberland L3 ou par le chloroforme. Les stocks 
de phage ainsi préparés contiennent de 5 & 10x 10° particules 
actives par goutte. ; 

Les numérations de phages sont faites par dénombrement des 
plaques selon la méthode de la double couche de gélose décrite 
par Gratia {42], en utilisant le staphylocoque JB, comme souche 
sensible. 

Pour la mise en évidence, sur milieu solide, de l’activité bacté- 
riostatique du phage H, nous avons utilisé la méthode a la goutte 
préconisée par Nicolle [13] pour le titrage rapide des bactério- 
phages. 

Le phage H purifié a été préparé par ultracentrifugation d’un 
lysat de staphylocoque JB obtenu sur gélose cellophane en boite 
de Petri. La gélose cellophane a été préparée selon une technique 
décrite par Quersin et Dirkx [414], modifiée en stérilisant la cello- 
phane a 110°, au lieu de la tyndalliser. 

Quarante boites de Petri contenant les plaques de gélose cello- 
phane ont été ensemencées au moyen d’une culture de staphy- 
locoque JB en eau peptonée agée de deux heures et demie, addi- 
tionnée & ce moment d’une quantité de phage H telle, qu’elle 
forme des taches de lyse confluentes. 

Aprés six heures et demie d’incubation a 87°, la lyse de la 
culture de staphylocoque JB est achevée, et le phage produit est 
récolté en lavant la cellophane au moyen d’eau physiologique 
tamponnée & pH 7,2 (tampon phosphate), & raison de i cm? de 
liquide par boite de Petri. On centrifuge le liquide ainsi obtenu 
vingt minutes 4 6 000 tours par minute, pour déposer les germes 
non lysés et récolter le liquide surnageant qu’on soumet A une 
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force centrifuge de 100 000 g pendant une heure. 'Le culot, remis 
en suspension dans de l’eau physiologique tamponnée, est soumis 
a une nouvelle centrifugation identique a la précédente, puis le 
culot est repris dans 5 cm* d’eau physiologique tamponnée. La 
suspension de phage purifié ainsi obtenue est stérilisée par 'e 
chloroforme, puis titrée ; elle contient 2,5 x 10* particules par 
goutte. 

Pour étudier Vaction des rayons ultra-violets sur le phage H, 
des échantillons répartis en tubes de quartz de 6 mm de diamétre 
de phage purifié, dilué au 1/25 en eau physiologique tamponnée, 
ont été exposés a l’action d’une lampe froide a rayons ultra- 
violets, qui émet principalement dans la bande des 2537 ang- 
stréms. Les tubes sont placés 4 12 cm de la lampe. Apres irra- 
ciation toutes les manipulations sont effectuées A V’abri de la 
lumiére. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


I. ACTION BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE DU PHAGE H a 
L’EGARD DU STAPHYLOCOQUE Bl] INSENSIBLE A SON ACTION LYTIQUE. — 
Cette action se manifeste non seulement a 37°, mais aussi a 44° 
lorsqu’on met en jeu de grandes quantités de phage H, soit par 
exemple X gouttes de lysat dans 5 cm* d’eau peptonée, ce qui 
correspond & une dilution de phage au 1/10 : le développement 
du staphylocoque Bl est retardé de quelques heures, mais il se 
reproduit ensuite rapidement et abondamment. Cette action du 
phage est done semblable a celle qu’il exerce 4 44° a |’égard des 
staphylocoques qu’il lyse a 37° [4] (v. fig. 1). Elle s’observe égale- 
ment aprés dépédt d’une goutte de phage H pur en un point d’une 
gélose ensemencée de BI : en ce point persiste une zone vierge 
bien visible pendant les premiéres heures d’incubation a 37°, mais 
partiellement comblée par une culture gréle aprés vingt-quatre 
heures. Celle-ci, comme la culture développée tardivement en 
eau peptonée, n’est pas résistante a l’action bactériostatique du 
phage. 

En présence de staphylocoque B1, le phage H se raréfie trés 
rapidement pendant les premiéres heures d’incubation qui corres- 
pondent a la période de bactériostase, puis plus lentement, de 
méme qu’il se raréfie & 44° dans les cultures du staphylocoque JB 
qu'il lyse & 37° [4]. Une culture de staphylocoque Bl en eau pep- 
tonée, contenant 4,5 x 10’ particules de phage au moment de 
l’ensemencement, n’en contient plus que 8,8 x 10° (soit 1,9 p. 100 
du phage mis en ceuvre) aprés six heures d’incubation a 37°, ct 
14 800 aprés vingt-quatre heures. Le phage qui subsiste aprés un 
premier passage disparait au cours d’un second; on ne réussil 
done pas a l’entrainer a se multiplier aux dépens du staphylo- 
eoque Bl, ni a le lyser. 
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Le phage H se fixe 4 37° sur ce staphylocoque au moins aussi 
rapidement que sur le staphylocoque JB. En effet, dans des 
cultures en eau peptonée agées de cing heures ayant regu chacune 
6,7 x 10° particules de phage, 95 p. 100 de celui-ci se fixent en 
dix minutes sur ‘les staphylocoques B1, et 97 p. 100 sur les 
staphylocoques JB, bien que les premiers soient trois foils moins 
nombreux que les seconds. 

L’action bactéricide du phage H, a l’égard du staphylocoque B1, 
a été démontrée comme suit 


Portons une demi-heure au bain-marie 4 37°, deux tubes contenant 
III gouttes d’une culture de staphylocoque Bl en eau peptonée agee 
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Fic. 14. — Action inhibitrice exercée par le phage H sur le développement 
du staphylocoque JB & 44° et sur celui du staphylocoque B, a 37°. 


de vingt-quatre heures addiltionnée dans le premier tube de 
XXX gouttes de phage H, et dans le second, de XXX gouttes d’eau 
peptonée. Effectuée aprés quarante-huit heures d’incubation 4 37°, ia 
numération des germes vivants en dénombre 8,4 x 10° par goutte dans 
fe mélange témoin, et seulement 4,2 x 10? (soit 0,5 p. 100 du nombre 
précédent) dans le mélange additionné de phage. 


II. Les PARTICULES DE PHAGE SONT RESPONSABLES DE L’ ACTIVIT? 
BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE DES LYSATS. — Nous avons 
montré précédemment [4] que l’activité bactériostatique des lysats 
a l’égard du staphylocoque JB a 44° est exercée par le phage lui- 
méme, En est-il de méme de leur action A l’égard de Bl ? 
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Le phage H étant toujours régénéré sur le staphylocoque JB, 
nous avons vérifié que les cultures de ce germe ne contiennent 
pas un facteur capable de retarder le développement du staphy- 
locoque B1 ; les filtrats de cultures de staphylocoque JB n’exer- 
cent en effet aucune action bactériostatique a l’égard de BI. 

Les lysats privés de particules de phage par absorption sur Bl 
ou sur JB, sont inactifs; ils ne contiennent donc pas de facteur 
bactériostatique distinct du phage contrairement aux lysats étudiés 
par Wahl et Josse-Goichot [4]. D’autre part, les particules isolées 
des lysats par ultracentrifugation (v. Technique) et lavées, sont 
douées d’activité bactériostatique. A titre égal, leurs suspensions 
en eau physiologique sont aussi actives que les lysats bruts. Le 
lavage du phage ne diminue donc pas son activité bactériosta- 
tique. 

La période de bactériostase est d’autant plus longue que les 
cultures contiennent plus de particules de phage par bactérie 
ensemencée. 


Elle est de sept heures pour les cultures qui contiennent a 1’ense- 
mencement 10° particules de phage par goutte, et 1,5 x 10° staphylo- 
coques JB ou 7,15 x 10+ staphylocoques Bl. Elle n’est que de trois 
heures et demie si la quantité de phage est réduite de moitié, et les 
cultures se développent sans retard si cette quantité est réduite 
au 1/10. Il faut donc environ deux fois plus de phage pour retarder 
le développement de Bl a 37° qu’il n’en faut pour inhiber, pendant 
le méme temps, celui de JB a 44°. 


L’inactivation du phage H par la chaleur, est rapide. A 60°, 
le nombre de particules capables de former des plaques, tombe 
de 5 x 10® par goutte de lysat, a 2,5 x 10° en quinze minutes, a 
3,2 x 104 en trente minutes, et a 10? en soixante minutes. Or, 
corrélativement a leur appauvrissement en particules actives, les 
lysats chauffés pendant quinze minutes sont dépourvus d’activité 
bactériostatique. Les particules lavées sont encore plus sensibles 
& la chaleur ; une suspension de phage qui contient initialement 
4,1 x 10® particules actives par goutte, n’en compte plus que 
9 x 10? aprés quinze minutes de chauffage a 60°, et son activité 
bactériostatique est supprimée. 

Les particules de phage H exposées a l’action des rayons ultra- 
violets sont rapidement inactivées. 


Une suspension de phage H lavé, contenant 4 a 5 x 10° particules 
par goutte, diluée 4 1/10 en eau peptonée, retarde de sept heures ia 
multiplication de JB 4 44° et de cing a six heures celle de Bl a 37°. 
Irradiée pendant vingt secondes en tube de quartz de 6 mm de diamétre 
placé & 12 cm de la lampe (v. Technique), cette suspension est encore 
capable d’inhiber pendant cinq heures complétement, le développe- 
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ment de JB A 44° et partiellement celui de Bl 4 37°, bien qu’elle ne 
contienne plus, par goutte, que 1,18 x 10° particules capables de former 
des plaques. Des échantiilons de cette suspension irradiés pendant 
trente et quarante secondes sont encore faiblement bactériostatiques, 
bien qu’il ne s’y trouve plus respectivement que 60 et 6 particules 
par goutte, capables de former des plaques. Irradié pendant cing 
minutes, le phage H est totalement inactif. 


Apres irradiation, le phage H exerce sur le staphylocoque JB 
a 87° une action lytique d’autant plus faible et tardive que son 
exposition aux ultra-violets a été plus longue. Mais contrairement 
a d’autres phages [415, 46, 47], il ne manifeste jamais dans ces 
conditions d’action bactériostatique sur JB, alors méme qu il 
exerce encore cette action vis-a-vis du méme germe a 44°, ou du 
staphylocoque Bl a 37°. 

L’aptitude des particules de phage H 4 se multiplier et leur 
activité bactériostatique sont inégalement sensibles a l’action des 
rayons ultra-violets, ce qui n’interdit cependant pas d’attribuer 4 
ces particules l’activité bactériostatique des lysats. On a en elfet 
décrit de nombreux exemples d’action bactériostatique ou bacté- 
ricide exercée sur les germes sensibles par des phages inactivés 
par les rayons ultra-violets [15, 16, 417], les rayons X [48], ou le 
choc osmotique [49]. Frédéricg {20] a notamment montré que le 
phage T6 inactivé par les rayons ultra-violets, mais encore capable 
de se fixer sur les germes sensibles 4 son action lytique et de 
les tuer, conserve également son activité bactéricide pour les 
germes qu il ne lyse pas. 


III. SENsIBILITE DES CULTURES TARDIVES A L’ACTION LYTIQUE ET 
BACTERIOSTATIQUE DU PHAGE H. — Nous avons signalé au début 
de cet exposé, que les cultures de staphylocoque Bl qui se sont 
développées tardivement en présence de doses bactériostatiques 
de phage H, ne sont pas résistantes. 

On peut de méme exposer le staphylocoque JB de facon répétée 
4 l’action bactériostatique du phage H sans augmenter sa résis- 
tance a cette action ni A son action lytique. Pas plus a 44° 
qu’a 37°, la souche de staphylocoque JB ne donne done naissance 
a des mutants résistants au phage H. L’incapacité des lysats a 
stériliser les cultures de JB & 44°, est simplement due au fait 
que les particules de phage s’y raréfient au lieu de sy multiplier. 

Nous espérions obtenir une culture résistante A Vaction bacté- 
riostatique du phage H a 44° ainsi qu’a son action lytique a 37°, 
en le faisant agir a 44° & fortes doses sur le staphylocoque B3, 
dont la lyse est toujours suivie du développement de résistants. 
Or, aprés 6 passages successifs & 44° en présence de doses bacté- 
riostatiques de phage, la  sensibilité de ce germe demeure 
inchangée, 
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Les résistants B3/H obtenus a partir de B3 sous l’action du 
phage H a 37°, bien qu’insensibles 4 son action lytique et bacté- 
riostatique A cette température, se développent avec retard en sa 
présence a 44°, et fait surprenant, les cultures tardives ainsi 
obtenues se Po uieent ultérieurement sensibles a l’action lytique 
de, sa 37. 

Le staphylocoque B3/H est lysogéne, et libére des quantités 
importantes de phage H; une culture agée de vingt-quatre heures 
en eau peptonée, stérilisée par le chloroforme, contient 1,2 x 10° 
phages libres par goutte. Le caraetére lysogéne se maintient a 37° 
au cours de six repiquages quotidiens en eau peptonée, mais il 
disparait au cours d’un seul passage a 44°. En effet, étalée sur 
eélose en mélange avec du staphylocoque JB et incubée a 37°, une 
culture de St. B3/H qui s’est développée a 44°, ne forme pas de 
taches. Elle n’est done plus lysogéne et le phage libre qui y a été 
introduit avec la goutte d’ensemencement a disparu. Le staphylo- 
coque B3/H passé a 44° perd définitivement son caractére lyso- 
géne, et ne le récupére pas par culture 4 37° ; simultanément il 
manifeste vis-a-vis de laction lytique et bactériostatique du 
phage H la méme sensibilité que le B3 original. Cultivé aA 44° 
en présence de phage H, le staphylocoque B3 ne devient évidem- 
ment pas lysogéne et corrélativement ne devient pas résistant. 


IV. Action pu pHace H sur LE stapHyLocogugr Ec. — Le staphy- 
locoque Eg est comme B1 insensible a l’action lytique de H, mais 
sensible a son action bactériostatique a 37° et a 44°. Cepen- 
dant, nous avons eu la surprise de distinguer sur une plaque de 
gélose ensemencée de St. Eg ot nous avions disposé une douzaine 
de gouttes de phage H non dilué, deux ou trois taches de lyse. 
Celles-ci s’étaient développées aux dépens des cultures gréles qui 
envahissent les zones vierges aprés les premiéres heures d’incu- 
bation a 37°. A partir d’une de ces taches, nous avons isolé un 
mutant lytique pour Eg que nous avons appelé HE. La fréquence 
d’apparition de ce mutant est extrémement faible, elle est infé- 
rieure A 10—7. Il exerce sur les staphylocoques Eg et JB, une 
action lytique suivie du développement de résistants, ce qui dis- 
tingue la lyse de JB par HE de celle par H. Etalé sur gélose en 
mélange avec Eg, ou JB, HE forme de trés petites taches ressem- 
blant a celles formées par H sur JB, mais s’en différenciant par la 
présence de minuscules colonies résistantes. A 44°, HE est inca- 
pable de se multiplier dans les cultures de Eg et JB, il y disparait. 

Aprés quelques passages sur Eg, parmi lesquels nous avons 
intercalé un passage sur JB, nous avons obtenu un stock de 
phage HE contenant 8 x 10° particules par goutte. Dilué au 1/10 
en eau peptonée il retarde de plusieurs heures le développement 
a 44° des staphylocoques Eg et JB. 
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Bien qu’il lyse le staphylocoque Eg, HE est incapable de 
lyser Bl a l’égard duquel il se comporte comme le phage H 
initial. 

RESUME ET CONCLUSIONS. 

1° Le phage H exerce a 37° et a 44°, a Végard des staphylo- 
coques Eg et B1 insensibles 4 son action lytique, une action bacté- 
riostatique semblable a celle qu’il exerce a 44° dans les cultures 
des germes qu’il lyse a 387°. , 

2° Le phage H se fixe aussi rapidement sur B1 que sur JB, qui 
est sensible 4 son action lytique. Sa fixation sur BI a 37° ou sur 
JB a 44° est suivie de la mort des bactéries et de l’inactivation 
des parlicules fixées. 1 

3° Les particules de phage sont responsables de l’activité bacte- 
riostatique des lysats; ceux-ci privés de particules actives par 
absorption sur les germes sensibles ou par inactivation par chaul- 
fage, sont dépourvus d’activité bactériostatique. 

D’autre part, les suspensions de particules de phage isolées des 
lysats par ultra-centrifugation ont la méme activité bactériosta- 
tique que les lysats bruts de méme titre. 

4° Tl faut deux fois plus de particules par staphylocoque Bl 
qu’il n’en faut par staphylocoque JB, pour inhiber pendant le 
méme temps le développement du premier a 37° et celui du second 
a 44°, 

5° Les particules de phage H qui, sous l’action des rayons ultra- 
violets, ont perdu leur aptitude & se multiplier et a lyser, sont 
encore douées d’activité bactériostatique pour Bl aA 37° et JB 
a 44° si irradiation n’a pas été trop prolongée, mais elles sont 
incapables d’inhiber la multiplication de JB a 387°. L’activité 
lytique et activité bactériostatique du phage H sont donc indé- 
pendantes, chacune se manifestant a Llexclusion de l'autre, 
suivant les germes ou les conditions de leur développement. 

6° Le staphylocoque devenu résistant et lysogéne B3/H. 
conserve indéfiniment son pouvoir lysogéne a 37° mais le perd 
définitivement au cours d’un seul passage A 44°. A cette tempé- 
rature, l’aptitude a libérer des phages ne se maintient donc pas 
chez lui a l’état potentiel comme c’est le cas chez le bacille lyso- 
géne de Lisbonne cultivé 4 basse température {24, 22]. La sup- 
pression définitive du caractére lysogéne du staphylocoque B3/H 
i 44° est immédiate, contrairement a la « guérison » de B. mega- 
therium 899 lysogéne en milieu synthétique (Clark [23], Lwoff et 
Siminovitch [24}), laquelle nécessite des passages répétés dans 
ce milieu. 


4 


° Il ressort de l’étude du mutant HE que les raisons pour 
lesquelles la fixation du phage H n’est pas suivie de lyse, mais 
@action bactéricide different selon les souches considérées, En 
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effet, tandis que le phage H se comporte apparemment de méme 
vis-a-vis des staphylocoques Eg et Bl, puisqu’il ne lyse ni lun 
ni Vautre mais exerce sur les deux une action bactéricide, le 
mutant HE, par contre, bien que lysant la souche Eg a 87°. 
demeure incapable de lyser la souche B1, sur laquelle il exerce 
une action bactéricide comme le phage H. La mutation qui a 
rendu ce dernier apte 4 se multiplier et 4 lyser, lorsqu’il se fixe 
sur le staphylocoque Eg, ne lui permet toutefois pas de se com- 
porter de méme vis-a-vis de la souche BI. 
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COMMUNICATIONS (SUITE) 


CULTURE SUR CEUF EMBRYONNE 
ET IDENTIFICATION IMMUNOLOGIQUE 
DU VIRUS DE L’ICTERE EPIDEMIQUE D’A.E.F. 


par Aimz PELLISSIER. 


(nstitut Pasteur de Brazzaville.) 


Nous avons rapporté ici méme, avec Lumaret, en 1948 [4], Visole- 
ment du virus de l’ictére épidémique d’A. E. F. Ce virus, dont la 
premiere manifestation épidémique importante se produisit en Ouban- 
gui, a été par la suite retrouvé dans toute 1’A. E. F. Son étude a été 
poursuivie depuis son isolement et a fait l’objet de diverses commu- 
nications [2 4 8]. 

Nous rapportons aujourd’hui les résultats de la culture sur ceuf 
embryonné et identification immunologique de ce virus, dont l’indi- 
vidualité doit étre reconnue. 


CULTURE SUR OFUF EMBRYONNE. — Nous avons fait, au début, quelques 
passages sur chorio-allantoide, mais nous avons dt les abandonner potir 
uniformiser notre travail. Nous poursuivions en effet simultanément 
des cultures de Rickettsia sur sac vitellin et nous ne possédions pas 
un matériel suffisant pour pouvoir utiliser plusieurs modes d’inct- 
bation, Nous avons done par la suite pratiqué uniquement les inocu- 
lations en sac vitellin selon la méthode aveugle classique. 

Les 4 premiers passages ont été pour ainsi dire des passages aveugles, 
mais 2X partir du cinquiéme la mortalité s’est nettement établie et au 
huitiéme passage tous les embryons inoculés sont morts le septiéme 
jour. 

Les Iésions histologiques n’offrent rien de spécifique. On constate de 
Voedéme et de la congestion des membranes et de l’embryon, avec 
quelques petites hémorragies. Le foie, en particulier, ne présente pas 
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Tasteau 1. — Epreuves de séro-neutralisation 
du virus de lictére épidémique. 


Dr EE 


VIRUS ICTERE EVIDEMIQUE (ACTIF 1/600 000) 


ANTI-SERUMS 


1 000 500 100 10 1 
DL, Die DLs, DUso DLs, 
Sérum lapin normal ... . 2/4 
Virus d’A.E.F. 
Encéphalomyélite Brazzaville 0/4 
milenopitheeus (5. 2 . . = - 0/4 
CobayevE.Rim. ss «cis ss 0/4 
Cobaye pulmonaire. .... 0/4 
Ictére épidémique. ..... 4/4 3/4 3/4 4/4 


Afrique tropicale : 


Amari Dalat Sms = a. ae 
Rittovalley Kever 20.1. 4... 
Bwambaprever ood satis 
Wiest Nile:.ae scree. 
semliki Forest. . 0.2 25.5... 


cocooc oe 
SSS SSS SS 
CS i i ll ed 


BURY GM Wera ms ees 

INES ACRE: Wreeeet cere —— omael seaiie 

MGnU OMe ret cue ay tees ee 0/4 
Laer eats Peper he ets 4/4 
WigandaSs of os0e os a © ars 0/4 

Amérique tropicale : 

Amo phelestAtimnc) dist po =u: 0/4 
ANOPNELCS Betis es cacihs op rseke 0/4 
WWAVCOMMVIAS coe ct ele 1a : 0/4 
PEC WS fee reve zee ass 0/4 


Virus divers : 


Encéphalomyocardique . . . 0/4 
EeveA de: BEStiiea yal a © << 2 0/4 
Be McA COs OuUeStc ca a = 6. 0/4 
E.M.A. du Venezuela... . 0/4 
Encéphal. Saint-Louis. .. . 0/4 
Encéphal Japonaise B .. . 0/4 
Encéphal. Russe ..... . 0/4 
Woupine= Ue. eee ee) os 0/4 
ROMO IGG SWC pe tr ss 0/ 
Polionme ME Ee ST Sac wa. 5 0/4 
Mhevler GD Ville... s. ao 0/4 
Chorio-méningite lymph. . . 0/4 
Méningo-pneumonie. ... . 0/4 
INICOlaS-Pavre. =o. 3) sat. 0/4 


Numérateur, souris vivantes; dénominateur, souris inoculées. 


EEE 


de lésions et nous n’avons pas noté d’inclusions dans les cellules 
hépatiques. 
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Aprés 5 passages sur couf Je virus avait conservé son pouvoir patho- 
géne normal pour la souris. 


ErupE IMMUNOLOGIQUE. — Pour l’identification immunologique du 
virus de lictére épidémique d’A. E.F., nous l’avons comparé a 32 
autres virus neurotropes, dont les 2 virus ictérigénes africains : virus 
amaril et virus de la Fiévre de la Vallée du Rift. 

La liste de ces virus figure dans les tableaux I et II. Pour les carac- 
téristiques de chacun d’eux, nous renvoyons 4 notre étude immuno- 
logique du virus de l’encéphalomyélite de Brazzaville [9]. 

Nous avons utilisé d’une part les épreuves de séro-neutralisation 
croisée et, d’autre part, les épreuves de fixation croisée du complément. 
Pour les techniques utilisées, nous renvoyons 4 nos communications 
précédentes [9, 40]. 

Les épreuves de séro-neutralisation croisée sur la souris vis-a-vis de 
10 DL,, de chaque virus n’ont montré aucune relation immunologique 
entre le virus de l’ictére épidémique et les 32 autres virus. Le tableau I 
donne les résultats de Ja séro-neutralisation du virus de lictére épidé- 
mique par les anti-sérums expérimentaux des autres virus. Le tableau II 
donne les résultats de la séro-neutralisation des 32 autres virus par 
Vanti-sérum ictére épidémique. Il convient d’y ajouter l]’épreuve pra- 
tiquée sur 2 singes avec le virus de l’encéphalomyélite de Brazzaville. 

Les épreuves de la fixation croisée du complément n’ont de méme 
montré aucune relation immunologique entre le virus de Victére épidé- 
mique et les autres virus étudiés. Le tableau général de ces épreuves 
figure dans 1]’étude immunologique du virus encéphalomyélitique de 
Brazzaville [40]. 

Cette réaction de la fixation du conplément nous a permis de mener 
une enquéte sérologique assez importante dans les divers territoires 
de 1’A. FE. F. Nous avons d’abord examiné un certain nombre de sérums 
de convalescents d’ictére et nous avons obtenu les résultats suivants : 

Sérums convalescents ictére : 


EYAMINES POSITIFS 
Brazzavillercec. sneer t, Soka ee 20) 45 
Fort-Archambault (Tchad) ....... 19 43 


Ces résultats, méme partiels, montrent que la majorité des ictéres 
infectieux bénins est due au virus de lictére épidémique. 

Une enquéte systématique sur les sérums d’Africains nous a montré 
que l’infection était trés répandue, et dans les diverses régions de 
WANES 1 


TERRITOIRE EXAMINES POSITIFS 
Moyen Gongon aem.e ae mean ie AGT 29 
Oubangiaie [or ee 156 42 
Tchadig. acetate oe 140 18 
Motels il eae 743 59 == 759 p. 100 
ConcLisions. Nous complétons l'étude du virus. de lictére épidé- 


mique de lA. E. F. en décrivant la possibilité de culture sur embryon 
de poulet (inoculation dans le sac vitellin). 
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Tasteau Il. — Epreuves de séro-neutralisation des divers virus 
par l’anti-sérum ictére épidémique. 


Virus @A.E.F. : 


Allenopithecus 
Cobaye E.R. 
Cobaye pulmonaire 


lctére epidémique. .- = - 


Afrique tropicale : 


Amaril Dakar 
Rift Valley Fever 
Bwamba Fever 
West Nile 
Semliki Forest 
Bunyamwera 

N’ Taya 


UgandaS... 


Amérique tropicale : 


Anopheles A 
Anopheles B 
Wyeomyia 
Ilheus 


Virus divers : 


Encéphalomyocardique 
E.M.A. de | Est 
E.M.A. de l'Ouest 
E.M.A. du Venezuela 
Encéphal. Saint-Louis 
Encéphal. Japonaise B 
Encéphal. Russe 
Louping-Ill. . 

Polio. Lansing 


Polio wMehsheloes (cela a = 


Theiler GD VII 


Chorioméningite lymph... . . 


Méningopneumonie 
Nicolas-Favre 


Saree ess oom 
IPB LPNS) SPN) 


Selamnilemton/atentecten Be Root enn) 


INOCULATION 


llelelelolclolololelolon 


1/10 000 
1/800 000 
4/200 000 
1/600 000 


1/800 000 
4/50 millions 
1/200 000 
4/10 millions 
4/20 millions 
4/5 millions 

1/800 000 
4/30 millions 
4/4 million 

1/400 000 


1/300 000 
1/300 000 
1/800 000 
1/20 millions 


4/20 millions 
1/100 millions 
1/100 millions 
1/50 millions 


4/100 millions | 


1/100 millions 
4/50 millions 
4/8 millious 

1/600 millions 

1/600 millions 
4/50 millions 
1/500 000 
1/500 000 
4/50 000 


NOMBRE DE DLs 
neutralisées par 
sérum homologue 


000 
500 
500 
000 
000 
000 
500 
500 

50 

50 
100 
500 
500 
500 


ANTI-SERUM 
Ictére-épidémique 


ooocorcococjocjoo 


CS Se ee 


vis-a-vis 10 DL,, 


I.C., intracérébrale; I. P., intrapéritonéale; numérateur, souris vivantes; dénominateur, 
souris inoculées, 


Nous avons établi son individualité en le comparant & 32 virus neuro- 
{ropes divers comprenant les deux autres virus ictérigénes africains : 
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virus amaril et virus de la Rift Valley Fever. Cette étude a été pour- 
suivie au moyen des épreuves de séro-neutralisation croisée et de 
fixation croisée du complément. 

La réaction de fixation du complément permet une étude facile des 
sérums de convalescents d’ictére et une enquéte chez la population 
africaine de l’A. E. F. Les résultats montrent la diffusion de linfec- 
tion dans toute |’A. E. F. 

Les caractéres du virus de l’ictére épidémique de 1]’A. E. F., clini- 
quement agent d’une hépato-néphrite généralement bénigne, vraisem- 
blablement transmis par le moustique, expérimentalement différent des 
autres virus hépatotropes et neurotropes, lui donnent une individualité 
certaine parmi les virus hépatotropes ictérigénes. A fortiori, il ne saurait 
étre question de le rapprocher des virus de « l’hépatite épidémique » 
et de « l’hépatite sérique » qui ne sont ni inoculables 4 l’animal, ni 
cultivables sur ceuf embryonné. 


BIBLIOGRAPHIE 
[4] A. Petirsster et R. Lumaret. Ces Annales, 1948, 74, 507. 
[2] A. PELtissrer et R. Lumarer. Bull. Soc. Path. exot., 1949, 42, 52-62. 
[3] A. Prniissrer. Bull. Soe. Path. exot., 1949, 42, 179-209. 
[4] A. Petuissrer. Bull. Soe. Path. exot., 1950, 43, 398-403. 
[5] A. PEtiisster et E. Tringurer. Bull. Soc. Path. exot., 1952, 45, 304. 
[6] A. Peviissier et E. Tringuier. Bull. Soc. Path. exot., 1952, 45, 592. 
[7] A. Pexturssier. Bull. Soe. Path. exot., 1953, 46, 24-26. 
[8] A. Petiisstr. Quatriéme Conférence Internationale de Pathologie 
géographique, Liége, juillet 1952. 
[9] A. Peiiisster. Ces Annales (sous presse). 
[40] A. Petuisster. Ces Annales (sous presse). 


SUR UN PARACOLOBACTRUM 
POSSEDANT L’ANTIGENE SOMATIQUE 
DU TYPE PROVISOIRE 
SH. BOYDII 11 ET DE ESCH. COLI O 105 


par M. PIECHAUD. 


(Institut Pasteur, Service de Microbie Générale [D’ Dumas].) 


A la suite de la description en 1950 par S. Szturm, D. et M. Piéchaud 
et R. Néel [4] d’un nouveau type antigénique de Sh. boydii, D. Pié- 
chaud et S. Rubinsten-Szturm [2] décrivaient en 1951 un autre type 
antigénique et biochimique voisin du précédent et montraient par 
absorption croisée que ces deux types avaient chacun un antigeéne O 
spécifique & cdté d’un antigéne commun. Puis W. H. Ewing et 
M. W. Taylor [3] dans une étude groupant les deux types confirmaient 
les constatations précédentes, proposaient les numéros_provisoires 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 497 


Sh. boydii 10 et 11 et démontraient lidentité des antigénes somatiques 
du type provisoire Sh. boydii 11 et d’Esch. coli O 105. 

Par coproculture chez un enfant atteint de troubles colitiques depuis 
un an, manifestés par des douleurs intestinales et la présence de glaires 
et de sang enrobant les selles, nous avons isolé directement sur 
gélose S.S. quelques colonies lactose— semblables A des colonies de 
Shigella, Un essai d’orientation rapide par agglutination sur lame nous 
fit penser a Sh. boydii 10 ou 11. Cependant le lendemain les caractéres 
de culture infirmaient l’hypothése. En effet le germe isolé était un 
bacille gram négatif, 4 morphologie d’entérobactériacée, donnant des 
colonies rondes, réguliéres, lisses et transparentes sur gélose nutritive, 
un trouble uniforme avec des ondes moirées en bouillon. Il était 
mobile en gélose molle & 37°, bien qu’apparemment immobile 
ai Vexamen a J’état frais. Les caractéres biochimiques étaient les sui- 
vants : 

Pas d’indole en vingt-quatre heures ou plus tardivement, pas d’hydro- 
lyse de l’urée (milieu urée-tryptophane [4]) ou de culture sur gélose 
au citrate de Simmons, pas de production de SH,. Acidification légtre 
du lait et du petit lait tournesolé. Réduction avec fluorescence de 1a 
gélose au rouge neutre en quarante-huit heures. Test au rouge de 
méthyle positif, recherche de 1l’acétyl-méthyl-carbinol négative. Man- 
nitol, glucose, maltose, xylose, arabinose, rhammnose étaient fermentés 
en vingt-quatre heures avec gaz, le saccharose ]’était de méme au bout 
de six jours. Le lactose, le dulcitol et le sorbitol n’étaient pas acidifiés 
en seize jours. 

Cet ensemble de caractéres écartait le diagnostic de Shigella et faisait 
considérer comme probable celui de paracolobactrum intermedium. 

L’étude antigéniquie fut cependant poursuivie, car ce paracoli aggiu- 
tinait au taux limite dans les sérums anti-Sh. boydii 10 et Sh. boydii 11. 
Et il nous semble intéressant de décrire en détail la technique que 
nous utilisons maintenant, séduisante par sa rapidité, et dont les 
résultats sont identiques & ceux des méthodes classiques. Le principe 
connu et déja utilisé (Gaehtgens [5], M™° J. Grabar et A. Bonnefoi [6]) 
est celui de l’agglutination par centrifugation. L’absorption des agglu- 
tinines peut étre obtente par ce procédé presque immédiat aussi 
parfaitement qu’aprés séjour prolongé a4 1|’étuve ou au bain-marie, puis 
A la glaciére. La vérification en dilution sériée du degré d’absorption 
est faite ensuite soit A la maniére habituelle avec séjour au bain-marie 
ou A l’étuve et lecture le lendemain, soit par lecture immédiate aprés 
centrifugation, et le résultat est alors obtenu dans un temps minimum. 
La culture absorbante est récoltée avec de l’eau physiologique sur 
gélose nutritive, en tube de 17 mm, de 22 mm, en boite de Petri ou 
en boite de Roux. Un certain volume de la suspension ainsi obtenue, 
vivante ou chauffée 4 100°, représente Ja récolte d’une certaine surface 
de gélose ; on peut dire en pratique (et ceci varie naturellement selon 
les qualités de la gélose, les facultés absorbantes de la souche et ie 
titre du sérum) qu’il faut la culture de 40 4 250 cm? de gélose pour 
absorber les agglutinines O dans 1 ml d’un sérum de titre moyen 
(1/3 200-1/6 400), dilué au 1/20, avec une souche possédant les anti- 
génes correspondants (ces chiffres basés sur nos propres observations 
sont du méme ordre que ceux donnés par d’autres auteurs, Edwards et 
Ewing [7]). Un volume convenable de suspension est centrifugé dans 
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un tube de Kahn, pendant cing minutes 4 3000 t/m. Le surnageant 
est soigneusement enlevé avec une pipette Pasteur réeffilée, montée 
sur un ttibe d’aspiration. Puis le sérum dilué est versé sur le culot, 
qui lui est soigneusement mélangé, et le tout est centrifugé immédia- 
tement pendant le méme temps et A la méme vitesse. Le degré 
d’absorption est alors vérifié par agglutination sur lame. Il ne doit 
apparaitre aucune agglutination méme minime et lente a se produire. 
Ceci n’est pas obtenu en général en une seule fois. Il vaut mieux faire 
systématiquement l’absorption en deux fois, successivement de la méme 
maniére. Et dans certains cas on sera obligé de recommencer plusieurs 
fois, si la quantité de germes n’a pas été suffisante. Puis le sérum 
est recueilli A l’aide d’une pipette réeffilée, et tiré vis-a-vis des diverses 
suspensions & essayer, en dilution sériée. Comme nous le disions plus 
haut, cet essai peut étre fait en centrifugeant les tubes cinq minutes 


sfruM D 15 
sérum H 24582 
shrum D 15 
absorhé par Ber. formolé 

par centrifuga 
strum H 21582 
absorbé par Ber. formolé 
par centrifugation 
skrum D 415 
absorbé par O 105 100° 
par centrifugation 
strum H 24582 
absorbé par O 105 100° 
par centrifugation 


Agglutination : une nuit au bain-marie 4 48°. 


Paracoli Ber : 
Pormolé a {41/3 200}4/6 400 
HOOS cca cna ore oy eek eet A COON AS O00 

Esch. coli O 103 : 
Pormolé-i7 5% 1/100 4/200 
100° 1/6 400}1/6 400 

D 15, Sh. boydii 10 formolé .}4/3 200 

H 21 582, Sh. boydii 11 formolé. 1/1 600 


sérom coli O 105 
SERUM paracoli Ber. 
séruM paracoli Ber. 

absorbé 
par O 105 100° 
par centrifugation 
séruM O 105 
absorbé 
par paracoli Ber. 100° | 
par centrifugation 


| 
Agglutination par centrifugation : cing minutes & 3 000 t/m. 


Fsch. coli 0 105 100° . . ..! 4/6 400 4/3 200 
Paracolt Ber. 100° 5 5. ee ey S200 1/4 600 
H 2t 582 Sh. boydii 11 formolé.| 1/1 600 4/400 


O : pas dagglutination a la dilution 1/50. 
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a 3000 t/m. La lecture se fait en remettant les culots en suspension. 
Il faut tenir compte que le taux limite donné par cette technique est 
en général légérement supérieur A celui que fournissent les méthodes 
classiques, surtout dans le cas des sérums de titre élevé. L’absorption 
est considérée comme valable si la souche absorbante n’est pas agglu- 
tinée au 1/50 en tube. 

Dans le cas présent nous avons préparé un sérum anti-paracoli Ber. 
par injection intraveineuse au lapin d’une suspension en eau physio- 
logique formolée & 2 p. 1000 de la souche étudiée. Les résiiltats 
obtenus sont consignés dans les tableaux suivants. Les antigénes H 
n’ont pas été étudiés et nous nous sommes servi de suspensions 
bouillies des germes mobiles. 

On voit que le paracoli Ber. est incapable, comme le coli O 105, 
d’absorber toutes les agglutinines du sérum anti-Sh. boydii 10, tandis 
que l’un comme l’autre absorbent complétement le sérum anti-Sh. 
boydit 11. Paracoli Ber. et coli 0105 possedent donc les antigénes 
somatiques de Sh. boydii 11. D’autre part, le paracoli Ber. et le 
coli O 105 absorbent mutuellement leurs sérums, qui sont alors absorbés 
aussi pour Sh. boydii 11. On peut donc conclure qu’il y a identité 
compléte (pour ce qui est de l’absorption) des antigénes somatiques 
de Sh. boydii 11, coli 0105 (ceci confirmant le travail d’Ewing) et 
paracoli Ber. 


CONCLUSION ET RESUME. — Par une technique d’absorption rapide 
parfaitement efficace, nous avons prouvé lidentité compléte des anti- 
génes somatiques de la Shigella provisoire Sh. boydii 11 (qui a été 
retrouvée comme cause de dysenterie bacillaire en Indochine, en 
Afrique du Nord, en Amérique du Sud, au Mexique et au Congo Belge), 
d’Esch. coli 0105 et d’un paracolobactrum. Ainsi trois types bio- 
chimiques différents possédent le méme antigéne somatique. Les 
publications d’exemples analogues dans la famille des entérobactéria- 
cées se multiplient (Kauffmann [8], Ewing et coll. [9], Edwards et 
Ewing [40], Le Minor, Edwards et Fossaert [44]) montrant la valeur 
toute relative et transitoire de la séparation des entérobactéries en 
genres. 
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ACTION DES PRESSIONS ELEVEES 
SUR LE VIRUS DE LA LEUCOSE 
ET LES CELLULES ERYTHROBLASTIQUES 
(EMBRYON DE POULET). 
ACTION DES MEMES PRESSIONS SUR LES CELLULES 


DE LA LEUCOSE LYMPHOIDE DE LA SOURIS 


par ATANASIU (*) et J. BASSET. 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D™ Lépine] 
et Service de Chimie biologique [D* Macuesoeur].) 


Le virus de la leucose avaire est assez polymorphe et sa taille est 
assez variable. Il se trouve dans les cellules et dans le plasma [4, 2]. 

Si le virus de la leucose a les caractéristiques d’un virus ou d’un 
enzyme, et si sa présence dans les cellules est certaine, il doit y étre 
mieux protégé que dans un milieu A base d’eau physiologique et de 
protéines [M. Machebceuf] (1). 

Il nous a donc semblé intéressant d’étudier l’action des hautes 
pressions, agissant séparément sur le virus, sur les cellules de la 
leucose aviaire et sur les cellules lymphoides du lymphome de la 
souris. 

Des essais sur le sarcoine filtrable (Rous) ont été faits sur le virus . 
et sur les cellules. A 1 800 kg/cm?, le virus n’est pas détruit. Certaines 
tumeurs de la souris (carcinome, sarcome et tumeurs du poumon) ne 
résistent qu’& 1000 kg/cm? [3]. Le papillome de Shope supporte 
4000 kg/cm? et est détruit 4 6000 kg/cm?. Le carcinome de Brown- 
Pearce est encore virulent 4 1 000 kg/cm? et inactivé & 1 800 kg/cm? [4] 
En culture de tissus, les cellules normales ne résistent pas A 
1 800 kg/cm? [5]. 

Si l’on admet l’hypothése que les tumeurs & virus sont plus résis- 
tantes aux hautes pressions que les tumeurs sans virus, on peut tout 
d’abord comparer dans une premiére expérience, l’action des pressions 
en séparant virus et cellules (leticose aviaire), el dans une deuxiéme 
expérience la méme action sur les cellules du lymphome de la souris. 
Si les deux sortes de cellules, dans la leucose aviaire et le lymphome, 
ont la méme résistance, et que celle-ci dépasse celle des tumeurs sans 
virus, on peut se demander si on n’a pas affaire 4 un enzyme ou A un 
facteur infectieux [6] ayant les mémes caractéristiques de résistance 
vis-d-vis des hautes pressions. 


Mérnopr. — A. Leucose aviaire. — Le virus employé est la souche §. k, 
Engelbreth-Holm) érythroblastique adaptée A l’embryon de poulet. 


(*) Travail subventionné par la Fondation Lady Tata. 
(1) Communication personnelle. 
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Les inoculations se font par la voie intraveineuse. Au moment de 
Vexpérience la souche avait subi son vingt-quatrigme passage. Elle 
donne la maladie en cing a sept jours, par inoculation soit des cellules 
lavées, soit du plasma dilué. 

On emploie des ceufs de dix A onze jours d’incubation, provenant 
de poules Leghorn. La température prise aprés l’inoculation est de 36°. 

Pour obtenir le matériel virulent nous avons récolfé le sang et la 
moelle des embryons du vingt-quatritme passage, morts le sixiéme 
jour aprés l’inoculation. Ce matériel est dilué au 1/25 dans l’eau 
physiologique. Une centrifugation a 2000 g est faite et le premier 
liquide surnageant sert de matériel pour le controle du virus. Le 
culot est lavé trois fois & l’eau physiologique et la derniére dilution 
est ramenée au volume initial, donc au 1/25. Les deux produits sont, 
d’un cété titrés sur l’embryon de poulet pour en contréler la viru- 
lence, et d’un autre cété répartis dans plusieurs tubes de caoutchouc 
non vulcanisé (gomme latex). 

Un tube de liquide surnageant et un tube de cellules lavées (dilution 
au 1/25) sont conservés & 37° comme témoins. Les autres tubes sont 
soumis a différentes pressions 4 la température de 37° pendant trente 
minutes. Les pressions sont obtenues selon les techniques décrites par 
James Basset [7]. 

B. Leucose lymphoide. — Le lymphome obtenu par greffe sur des 
souris FAK n° 1 (2) a servi 4 une expérience de haute pression en vue 
de contréler la résistance des cellules malades. Le lymphome de plu- 
sieurs souris malades aprés broyage est dilué dans le liquide de Hanks 
au taux de 1950000 cellules par millimétre cube. Cette émulsion est 
soumise A des pressions variables et les résultats sont lus quatre mois 
aprés l’inoculation. On a également réservé des témoins non inoculés. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. — A. Leucose aviaire. — Au départ, le 
taux de virulence des deux témoins, des cellules lavées et du liquide 
surnageant dépasse DL,, = 10—+.°. Pour des pressions de 2000 kg/cm? 
le liquide surnageant dilué au 1/25 perd entiérement sa _ virulence, 
tandis que les cellules diluées au 1/25 gardent 100 p. 100 de leur 
pouvoir pathogéne. A 4000 kg/cm/?, les cellules et le liquide surna- 
geant sont négatifs (voir le tableau I). 


TasLteau I. — Leucose aviaire. Action de la pression 
sur la virulence du liquide surnageant et des cellules lavees. 


<>] i=] ic} 
8 age 
SS o a AS 
PRESSIONS KG/CM S| S| 2 a 22 
= Nn yi a z= 
a a > 
Cellules lavées dilution 1/25. .... Danas EL COR: |), SSalQ = 
Liquide surnageant sang et moelle 1/25 F 
2000 g,20 minutes. .... Be 2/4 10/3 10/5) 2 033180) Sete 4 Olea 8 


(2) La souche des souris FAK n° 1 a été mise 4 notre disposition par le 
professeur Haddow A qui nous adressons nos plus vifs remerciements. 
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La deuxitme expérience faite dans les mémes conditions afin de 
préciser l’action des pressions nous a donné les résultats du tableau ite 
Le liquide surnageant est virulent a 800 kg/cm? et négatif a 
1500 kg/cm? ainsi qu’aA 2000 kg/cm? ; & 2200 kg/cm? les cellules 
sont négatives, mais positives 4 1500 kg/cm?. 


Tasteau Il, — Leucose aviaire. Action des hautes pressions 
sur la virulence des cellules lavées et du liquide surnageant. 


PRESSION KG/CM? 4 500 2 200 | 2° PASSAGE} TEMOINS 


Cellules lavées 1/50. . . 
Liquide surnageant 1/50. 


B. Leucose lymphoide. — L’émulsion des cellules (1 950 000 cellules 
par millimétre cube) dans le liquide de Hanks nous a donné le résultat 
suivant: pour 1000 kg/cm? toutes les cellules résistent et pour 
1800 kg/cm? il y a un cas positif pour 5 souris inoculées ; 
a 2200 kg/cm? les résultats sont entitrement négatifs (contréle fait 
aprés quatre mois) [V. tableau II]. 


Tasisau Ill. — Leucose lymphoide. Souris FAK n° 4. Action 
des hautes pressions sur la virulence des cellules leucosiques. 


PRESSION KG/CM? 


TEMOINS 


Cellules Leucose lymphoide 1 950 000/mm# 
liquide de Hank 


Discussion ET coNcLUSION. — Dans la leucose lymphoide il est certain 
que le virus, ou l’enzyme, ou le facteur infectieux se trouve dans les 
cellules lavées de la moelle et du sang. Dans les celluiles le facteur 
étiologique est mieux protégé contre les hautes pressions que dans le 
plasma sanguin dilué. A 2000 kg/cm? il est virulent 4 100 p. 100 
dans les cellules, alors que les résultats sont négatifs & 2 200 kg/cm2. 
Le liquide surnageant est 100 p. 100 virulent & 800 kg/cm?2, 50 p. 100 
4 1000 kg/cm? et négatif 4 1500 kg/cm?. 

Pour la leucose lymphoide de la souris, les cellules conservent leur 
pouvoir de multiplication aux hautes pressions, 4 des taux qui s’appro- 
chent de celui du virus de la leucose aviaire intracellulaire : 
4 1800 kg/cm? on obtient la maladie. Des expériences antérieures 
nous ont montré que certaines tumeurs sans virus chez la souris ne 
résistent qu’a 1000 kg/cm?. 

On ne peut actuellement tirer de ces faits une conclusion quant 
& Vanalogie, en ce qui concerne la sensibilité aux hautes pressions, 
entre la cellule atteinte de leucose aviaire et celle atteinte de lymphome 
de la souris. 
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SUR LA PRECISION 
DES MESURES DE CONSTANTE DE SEDIMENTATION 


par P. SLIZEWICZ. 


Unstitut Pasteur, Service des Virus.) 


Dans un travail récent, Taylor [4] signale que les valeurs de la cons- 
tante de sédimentation d’une méme protéine, données par les auteurs 
américains et les auteurs suédois différent sensiblement. Cette diffé- 
rence est souvent de l’ordre de 9 p. 100. 

Un calcul d’erreurs simple montre que la valeur de §,, n’est connue, 
dans les conditions de travail courantes, qu’a quelques centiémes preés. 
Ceci pourrait expliquer les divergences dans les résultats que signale 
Vauteur américain. 

La constante de sédimentation est calculée par la formule de 
Svedberg (1) : 

2 (Lg — 74) 4 4 

Ly + 24 4 72N2 fg —y Gs 

a, et ro : distances en centimétres a l’axe de rotation de la frontiére de sédi- 


mentation aux temps ¢, et ft. : 
N : nombre de tours par seconde du rotor de l’ultracentrifugeuse. 


Se 


La valeur ainsi trouvée est ensuite corrigée pour ramener cette 
valeur A ce qu’elle serait 4 20° C en tenant compte du rapport des visco- 
sités du solvant A t°C, température de l’expérience, et a 20°C. Une 
deuxiéme correction tient compte de la variation du volume spécifique 
moléculaire de la protéine en fonction de la température. Mais l’appli- 
cation de la formule I donne une valeur de St qui est entachée d’une 


erreur non négligeable. 


(1) Cette formule est valable tant que ae — 1,4 ce qui est trés généra- 
1 
lement le cas. 
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En effet, mous avons : 
ds 2 df eax 2 daN 2 dt 


‘Sa La + 2 N &—t 


(11) 


Les valeurs de x sont mesurées sur une plaque photographique sur 
laquelle se trouve tracée la courbe de variation du gradient d’indice 
de réfraction en fonction de la distance A l’axe de rotation. Cette courbe 
a, dans le cas d’une substance monodispersée, l’allure d’une courbe 
en cloche. Au cours de la centrifugation, le pic de cette courbe 
s’éloigne du centre de rotation. On détermine en fait les deux posi- 
tions successives de la courbe par rapport A un repére fixe dont la 
distance A l’axe de rotation est bien connue. Si le systéme optique 
posstde un grandissement égal A 2 on peut espérer repérer sur un 
papier millimétré la position du pic & + 0,025 cm ; dz est alors égal 
a 0,0125. 

La vitesse de rotation de l’ordre de 800 t/s peut étre connue a 10 t/s 
pres : précision que donnent Cecil et Ogston [2] (2). 

L’instant ot est prise la photo peut étre connu a dix secondes prés 
(temps correspondant au temps de pose) dans les montagnes optiques 
comprenant une lentille cylindrique (8). 


Exemple : 
Gy SPD N = 800 tours/seconde 
Ly = 6,3 lg — t; =3 600 s. 
ds 0,025 0,025 20 2x< 410 


0,378 + 13,998 + 800 + 3 600” 


En négligeant le deuxiéme et le quatriéme terme, on trouve : 


ds 9 
Spr aco 


Pour diminuer cette erreur, il faut connaitre zx avec plus de pré- 
cision, ce qui parait difficile, le trait qui dessine la courbe ayant une 
épaisseur de 1/2 mm. On peut encore augmenter la durée du temps 
d’observation de facon & augmenter la valeur de la différence %,-L,. 

On a aussi intérét a4 connaitre avec une précision accrue la vitesse 
de rotation et A la maintenir la plus constante possible, ce facteur 
introduisant une erreur de 2,5 p. 100 dans l’exemple choisi. 


(2) La méthode par absorption de la lumiére donne par enregistrement 
photométrique la courbe de variation de la concentration en fonction de 
la distance a l’axe de rotation. On mesure alors le déplacement du point 
correspondant 4 une valeur de la concentration protéique égale & la moitié 
de Ja concentration initiale,. 

La mesure exigeant un matériel plus abondant devient alors plus délicate : 
il faut tenir compte de la sensibilité et de ’homogénéité des plaques photo- 
graphiques. La fidélité du galvanométre enregistreur entre aussi en ligne 
de compte. Ainsi Kekwick et Pedersen [3] dans une méme expérience 
trouvent pour la méme substance 6 p. 100 de différence entre les valeurs 
extrémes de S’,,. 

(3) Dans les systémes optiques ott est combiné un déplacement de ia 
plaque photographique et d'une fente (située dans le plan focal de la lentille 
située aprés la cellule) instant ot est fixée la position du pic est connu 
avec moins de précision encore. 
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Conclusion. — Un calcul d’erreur simple montre que les constantes 
de sédimentation S: sont connues, tout au moins dans l’exemple 
donné, 4 10 p. 100 prés. Cette approximation reste la méme lorsque, 
pour obtenir S,,, on multiplie S par un coefficient qui dépend uni- 
quement de la température de l’expérience. On voit qu’elle s’approche 
beaucoup des différences dans les résultats signalées par l’auteur 
américain [4]. 
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ULTRACENTRIFUGATION ET ELECTROPHORESE 
DU SERUM ET DU PLASMA DE POULES LEUCOSIQUES 


par P. SLIZEWICZ et P. ATANASIU (’). 


Unstitut Pasteur. Service des Virus.) 


La leucose aviaire, forme érythroblastique, est une maladie & évo- 
lution rapide chez les poules et les poulets de 0 4 6 mois. Les deux 
derniers mois de la maladie, l’amaigrissement est considérable, et le 
sang, trés anémique, prend un aspect extrémement aqueux. On pour- 
rait se demander s’il n’y aurait pas, corrélativement, des modifications 
profondes dans les fractions protéiniques du sérum. 

D’autre part, Sanders, Huddleson et Schaible [1] avaient signalé 
dans le sérum de poule infectée par différentes leucoses, la présence 
a l’électrophorése d’un nouveau composé L. Ce composé a une mobi- 
lité de 2,5 x 10-5 cm?/sec/volt, qui le rapproche des globulines y. 

Sur ces données, nous avons étudié, au cours de cette maladie, 
la leucose aviaire, les sérums et les plasmas par deux techniques 
physico-chimiques : ]’ultracentrifugation et l’électrophorése sur papier. 

Matériel et méthodes. — Le virus provient d’une souche érythro- 
blastique S. K. Engelbreth-Holm qui a subi 30 passages chez 
l’embryon de poulet inoculé par voie intraveineuse et qui a été 
repassée chez le poulet adulte (4 mois) de la maniére suivante : on 
recueille le sang et la moelle osseuse des embryons 1812 et 1816 (tren- 
tigme passage) que l’on mélange, puis dilue 4 10—*. On inocule ce 
matériel par voie intraveineuse 4 raison de 2,5 cm* a deux poulets 
Leghorn (n°® 3865 et 366). On obtient la maladie le septiéme jour et 
on sacrifie les poulets le huitisme jour. On recueille ensuite leur sang 
que l’on inocule de la méme maniére 4 un autre poulet (n° 368), réali- 
sant la maladie dans le méme temps d’incubation. Enfin, le sang, 


x 


dilué 4 10—%, provenant du poulet n° 368, est inoculé 4 deux poules 


(*) Travail subventionné par la Fondation Lady Tata. 
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saines de méme race dont on vient de prélever un échantillon de sang 
pour obtenir le sérum et le plasma. Ces deux poules sont saignées 
les troisitme, sepli¢me et onziéme jours. C’est leur plasma et leur 
sérum, avant et aprés inoculation, qui ont été analysés par les tech- 
niques d’ultracentrifugation et d’électrophorése (1). 
Ultracentrifugation du sérum et du plasma de poule saine. — ta 
teneur en protéines du sérum de poule étant assez faible, de l’ordre 
de 30 p. 1000 [4], il suffit de le diluer avec deux fois son volume 
d’eau physiologique avant de le centrifuger. En général, dans ces 
conditions, on peut mettre en évidence deux, quelquefois trois frac- 
tions protéiniques dont les constantes de sédimentation sont diffé- 
rentes (fig. 1). La premiére fraction, en quantité relativement peu 
importante (5 4 10 p. 100 des protéines totales) posséde, dans les condi- 
tions que nous avons réalisées, une constante de sédimentation élevée, 
de 16 & 22 unités Svedberg. Cette fraction A n’est d’ailleurs pas tou- 
jours nettement visible et parait parfois se scinder en deux consti- 


C+B 
(Se We 
A By POPS 
a b 
Fic. 14. — Diagrammes d’ultracentrifugation du sérum de poule saine. 


(a) quand le rotor atteint sa pleine vitesse (720 t/sec.); (6), 75 minutes aprés ; 
température 27°. 


tuants leur concentration est alors trop faible pour pouvoir les 
identifier de fagon certaine sur les clichés d’ultracentrifugation. Les 
deux autres fractions sont par contre trés nettement visibles et on les 
retrouve dans tous les cas. On peut distinguer une fraction B et une 
fraction C dont les constantes de sédimentation sont assez fixes et ont 
pour valeurs respectives 7,5-8 et 4-4,5 unités Svedberg. Ces résultats 
se retrouvent dans le sérum de poules différentes. 

Une ultracentrifugation effactuée cette fois-ci sur le plasma de 
poule saine nous a montré que l’on retrouvait les trois fractions 
décrites pour le sérum, mais la fraction A possédait une constante de 
sédimentation sensiblement plus élevée : 29 unités Svedberg. La cons- 
tante de sédimentation des fractions B et C était tout a fait compa- 
rable a ce qu’elle éait dans le sérum. 

Ultracentrifugation de sérum et de plasma de poules infectées par 
le virus de la leucose aviaire. — Nous avons suivi le comportement 
des fractions protéiniques par Vultracentrifugation au cours de l’éyo- 
lution de la maladie. Nous retrouvons les trois fractions identifiées 
dans le sérum de poules saines (fig. 2). La fraction A est difficilement 
visible ; par contre les fractions B et C sont nettes. Les constantes de 


ned) L’ultracentrifugation a été réalisée dans Vultracentrifugeuse du Ser- 
vice des Virus de l'Institut Pasteur [2]. L’électrophorése a été réalisée avec 
Yappareil de Machebceuf et Rebeyrotte [3]. 
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sédimentation ne sont pas modifiées : celle de la fraction C reste trés 
proche de 4; celle de la fraction B subit dans un cas une légére 
augmentation ; dans les autres cas, elle conserve la méme valeur, 
c’est-a-dire 8 unités Svedberg. 

On obtient des résultats semblables si l’on effectue les ultracentri- 
fugations non plus sur le sérum, mais sur le plasma. 


Electrophorése sur papier. — Nous avons réalisé en méme temps 
c+B 
ate 
GeONG: 
= b 
Fic. 2. — Diagrammes d’ultracentrifugation du sérum de la méme poule 


inoculée avec le virus de la leucose aviaire. 


(a) quand le rotor atteint sa pleine vitesse; (b) 80 minutes aprés; tempéra- 
ture 27° (Dans le cliché a le sommet du pic C + B se trouve dévié hors des 
limites de la plaque photographique). 


Fig. 3. — Electrophorése sur papier. Tampon véronal pH 8,6. 


pour les sérums et les plasmas des électrophoréses sur papier [3]. 
Cette technique révéle trois et peut-étre quatre facteurs (2) protéi- 
niques. Sur la figure 3, la piste 1 correspond au plasma de poule avant 
Vinfection, les pistes 2, 3 et 4 aux plasmas des troisiéme, huiti¢me et 
onziéme jours aprés l’infection. On ne peut déceler sur ce diagramme 
aucune variation nette du comportement électrophorétique des pro- 
téines plasmatiques. 


(2) Selon les auteurs déja cités [41], V’électrophorése Tiselius permet de 
distinguer 5 constituants protéiniques différents dans le sérum de poule 


saine. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 85, n° 4, 1953. 34 
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Conciusion. — Au cours de l’évolution de la leucose chez la poule, 
tine série de 12 ultracentrifugations a été réalisée. Ni cette technique, 
ni l’électrophorése sur papier ne peuvent révéler de modifications 
significatives ou apparentes dans les protéines du sérum ou du plasma 
chez des sujets sains, au cours de la maladie ou en fin de maladie. 
Il est probable que Ja rapidité de 1’évolution de cette affection peut 
expliquer le manque d’incidence sur les constituants protéiniques du 
sérum. 
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ETUDE PAR MICRO-ELECTROPHORESE 
SUR PAPIER DU SERUM 
DE CHIENS NORMAUX ET PATHOLOGIQUES 


par P. GROULADE et J. GROULADE. 


(Centre de Transfusion de Grenoble.) 


L’intérét du chien comme animal d’expérience nous a incités a pré- 
ciser certaines de ses caractéristiques biologiques. C’est pourquoi nous 
avons entrepris l’étude microphorétique des protéines sériques de cet 
animal. 


TEcHNIQUE. — Les bandes de papier (Schleicher et Schull n° 2045 a 
ou Whatmann n° 2) sont tendues horizontalement entre deux cuves 
de tampon au véronal (pH = 8,6). Elles sont soumises pendant treize 
heures 4 un courant continu de 130 volts (pour une longueur de bande 
de 25 cm) dont l’intensité est réglée & 0,5 milliampére par bande de 
4 cm de large. . 

20 mm* de sérum sont déposés a la pipette selon un trait de 3 cm 
perpendiculaire 4 l’axe de la bande et & 7 ou 8 cm de la cuve catho- 
dique. Le protéinogramme s’étend sur 12 cm environ. 

Aprés coloration & lVamidoschwartz 10 B, la bande rendue trans- 
parente est passée dans un électrophotométre donnant millimétre par 
millimétre la densité optique des spots selon la technique de Grass- 
mann, Hannig et Knedel. La courbe ainsi obtenue est planimétrée et 
Jes différentes fractions sont exprimées en pourcentage. 


Résuttats. — A. Protidogramme normal. — 15 chiens ne présen- 
tant cliniquement aucune manifestation pathologique ont été retenus 
comme normaux. 
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La mobilité des fractions albumine et globulines est plus grande 
que celle de ces mémes fractions chez l’homme : entre 10 et 15 p. LOO. 

Par analogie avec les fractions électrophorétiques du sérim humain, 
nous avons distingué quatre groupes, dont deux comportent des sous- 
groupes nets: 

1° Les albumines ; 

2° Les globulines « qui se subdivisent en Gh Gh Oa 

3° Les globulines § qu’il est la phipart du temps facile de scinder 
en deux groupes £, et pow 

4° Les globulines y. 

En 1945, Deutsch et Coodloe ont déterminé le taux des protéines 
sériques des chiens normaux, de méme Lewis, Page et Gasser en 1950 
(tampon phosphate de pH 7,8 et force ionique, 0,16) par la méthode 
classique d’électrophorése en milieu liquide. Voici leurs résultats 
comparés aux nétres : 
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TewiSeue ee ee 43,6 9,9 on 2 V4 3 14,5 8,8 
Se oon 06 pata os = 0,46 Se (A) |e Narn 
Personnels. . .| 60,5 4 eg 8,5 44,5 1,6 
EG) sled aie (etna patent) Syl ras 


Les taux obtenus par Deutsch et Lewis ont été déterminés sur le 
plasma et doivent étre corrigés pour étre comparés, quoique de grosses 
discordances subsistent, sauf peut-étre pour les globulines £ et y. 

Lewis et ses collaborateurs ont trouvé un taux de protéines totales 
par litre de 48 g + 0,12. D’aprés P. Kohl, le taux moyen serait de 
70,78. Nous avons trouvé 57 g avec des variations trés grandes allant 
de 47 & 68,5. Cette variabilité s’explique par le fait que le chien est 
l’animal domestique dont le régime est établi avec le plus complet 
mépris de ses besoins. 

Le rapport albumine/globulines a oscillé entre 1,12 et 2 avec une 
valeur moyenne de 1,60. 

B. Protidogrammes pathologiques : 1° Maladie de Carré (16 cas). — 
Due 4a un ultravirus neurotrope, elle présente une premiére phase 
septicémique fébrile, & laquelle succéde une période d’état souvent 
compliguée d’épisodes digestifs ou pulmonaires et toujours de lésions 
hépatiques et rénales assez réversibles. 

Quatre sujets ont été examinés tout au début de leur affection : le 
taux des albumines était plus ou moins abaissé, s’étalant entre 45 et 
58 p. 100 avec une valeur moyenne de 50,5. L’augmentation des glo- 
bulines portait uniquement sur la fraction o (a, avec une moyenne 
de 8, o, avec une moyenne de 15,25. Le rapport A/G était inférieur 
4 1, sauf chez un stijet (1,36). 
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A la période d’état, 7 sujets ont été examinés : les alhbumines avaient 
un taux moyen de 50,5 avec des valeurs extrémes de 48,5 et 52,5, les 
globulines o, étaient normales (4,5), les a, étaient & 14,8 avec taux 
extrémes de 11,7 et 16,7, les y montaient légérement (10,3). Le rap- 
port A/G oscillait de 0,94 & 1,09. Les globulines f avaient une valeur 
normale. 

Cing animaux ont été examinés A la fin de la période d’état et pré- 
sentaient des protidogrammes beaucoup plus variés: deux sujets 
étaient en voie de guérison avec des taux d’albumine presque nor- 
maux (54,3 et 57,6) de méme que les taux de globulines. Les rap- 
ports A/G étaient respectivement de 1,19 et 1,36. Trois autres sujets 
avaient des taux d’albumine compris entre 42,6 et 45,7, les globu- 
lines a, restaient élevées au-dessus de 18, traduisant probablement 
Vatteinte rénale, les globulines y étaient au-dessus de 10,5, tandis que 
le rapport A/G oscillait entre 0,74 et 0,86. Mais dans les 5 cas les 
fractions p, atteignaient un taux moyen de 14,6: cette modification 
met en lumiére l’atteinte hépatique décelée déja cliniquement par un 
point douloureux bien localisé que l’un de nous a décrit par ailleurs. 

Enfin, dans un dernier cas, une encéphalite survint et les modifi- 
cations furent les suivantes : diminution moférée des albumines (53,8) 
augmentation modérée des globulines qa, (11,6) et y (12,4), avec un 
rapport A/G = 1,16. 

2° Hépatiques (18 cas). — Les sujets ont été divisés en quatre caté- 
gories : 

1° Les insuffisants hépatiques iégers n’extériorisant leur état que 
par un eczéma ou une intolérance aux graisses (8 cas). 

2° Les insuffisants hépatiques moyens, chez lesquels les signes cli- 
niques sont plus abondants : vomissements bilieux, selles décolorées, 
quelquefois diarrhée, point douloureux en arriére de la derniére céte 
dans la région lombaire droite (7 cas). 

3° Hépatiques en période aigué avec température modérée (2 cas). 

4° Un ictére franc. 

Le tableau ci-dessous reproduit les moyennes enregistrées. 

On peut en conclure que deux indices permettent de juger de 
Vampleur de latteinte hépatique : 

1° La chute des albumines ; 


2° L’augmentation des fractions ~, surtout nette pour le groupe Be 

L’augmentation du groupe @ dans la troisitme catégorie peut étre 
rapportée & ]’élément infectieux. 

L’examen de deux autres animaux, dont le sang était hémolysé, 
nous a permis de constater la présence, sur la bande délectrophorése, 
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de deux spots colorés, lun d’hémoglobine, accompagnant les frac- 
tions g,, autre probablement constitué par des pigments biliaires, 
accompagnant les globulines §,. 

3° Rénaux (6 cas): Ce groupe comprend une néphrite chronique 
pure (n° 66) et des syndromes hépato-rénaux. Le taux d’urée a été 
rapproché du protéidogramme : 


NUMERO A ea ag By Bo Y A/G | URtE 
66 506g ic esige 353 14,8 9,6 41,8 Ned 4,45 4,45 
Lach OU aS | 47,5 2,5 413 13 14,9 en 0598 eng 
35 SU ea 7 1339) 491 1246.4 | 46,7 F 0,58 1 4.50 
37 38,8) reco | 44,8 0 17 10,7 | 15,45 | 0,63 | 5,75 
5 39 3 | 48 19,8 9 11 0,69 6,20 


Un autre animal avait une formule proche du n° 35, mais son urée 
na pas été dosée. Parallélement A lélévation du taux d’urée on 
observe : 

1° Une chute progressive du taux des albumines ; 

2° Une augmentation des globulines a, ; 

3° Une augmentation beaucoup plus nette et progressive des glo- 
bulines £,. 

4° Infections banales localisées. — Le n° 15 était porteur d’un 
eczéma infecté récidivant sans température, le n° 92 d’un abces et le 
n° 63 d’un coryza banal avec température. 


Les fractions y sont augmentées dans les premiers et on voit 
un clocher infectieux chez le n° 63. 

Résumé. — L’étude par l’électrophorése sur papier des protéines 
sériqties de 15 chiens normaux et de 43 chiens atteints d’affections 
diverses a permis d’établir : 

1° Une approximation des taux des fractions protéiques normales : 

2° La variation plus ou moins caractéristique de certaines de ces 
fractions (diminution des albumines dans tous les cas, augmentation 
des a, et a, dans les affections fébriles, a, dans les néphrites chro- 
niques et 6, dans les affections hépatiques). 


Nous remercions vivement M. le professeur Grabar d’avoir bien voulu 
s’intéresser 4 nos résultats. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA FLORE MICROBIENNE 
DE LA PARADENTOSE 


par G. MOUSTARDIER et J. NICOLI. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine 
de Bordeauz.) 


De nombreux travaux, tant en France qu’A l’étranger, ont été 
consacrés 4 ]’étude bactériologique de la pyorrhée alvéolo-dentaire et 
une flore microbienne trés variée a été décrite par les divers auteurs. 

Nous présentons les résultats d’une étude bactériologique faite au 
cours de recherches effectuées chez des malades de la Clinique odonto- 
stomatologique de la Faculté de Médecine de Bordeaux (professeur 
X. Dubecq) et chez des malades de clientéle privée (D™ Marcard). 

Pour cette étude bactériologique nous avons seulement utilisé le 
procédé de WVhémoculture gingivale, décrit et mis au point par 
R. Vincent [9], de maniére a éviter l’isolement de germes saprophytes 
de la cavité buccale et des germes d’infection secondaire des foyers 
purulents et des clapiers pyorrhéiques. 

Le prélévement du sang a été effectué par ponction, avec une pipette 
Pasteur effilée et stérile, de la base d’une languette gingivale inter- 
dentaire simplement hyperhémiée, aprés désinfection soigneuse Aa 
Valcool, ou mieux au mercurochrome. 

Nos cultures ont été pratiquées A la fois en aérobiose et en anaéro- 
biose, en tenant compte de nos précédentes recherches dans les caries 
dentaires [2] et de la possibilité d’isolement de germes anaérobiecs 
stricts, comme l’ont signalé Lehmans et Vinzent [3]. 

Les cultures en aérobiose ont été faites 4 la fois sur gélose ordinaire 
et gélose ascite et sur bouillon ordinaire glucosé et bouillon ascite. 

En anaérobiose nous avons utilisé concurremment la gélose profonde 
de Veillon en tubes longs et de fin diamétre et des milieux au _ thio- 
glycolate de sodium, auxquels nous avons ajouté, pour lisolement 
éventuel de germes sérophiles, du sérum frais de lapin. 

Nos recherches ont porté sur 17 cas de paradentose dystrophique, 
inflammatoire ou mixte et nous ont donné les résultats suivants : 

Deux hémocultures négatives dans deux cas de paradentose dystro- 
phique ; 

Quinze hémocultures positives dans deux cas de paradentose dystro- 
phique, 9 cas de paradentose inflammatoire et 4 cas de paradentose 
mixte, soit dans 88 p. 100 des cas. 

Les hémocultures ont été le plus souvent positives, A la fois en 
aérobiose et en anaérobiose, et nous n’avons jamais eu d’hémocuiture 
positive en anaérobiose seulement, sauf dans les cas d’associations 
microbiennes. : 

Dans 14 hémocultures sur 15 positives, nous avons isolé Streptococcus 
viridans, type salivarius, soit seul (8 cas), soit associé avec d’autres 
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germes aérobies (Staphylococcus albus, Streptococcus fecalis, Lactoba- 
cillus odontolyticus) ou anaérobies (Fusiformis polymorphus, Ramibac- 
terium ramosum). Une seule hémoculture nous a donné Lactobacillus 
odontolyticus a l’état pur, dans une forme inflammatoire au début. 

Les associations microbiennes ne sont pas rares, comme l’estiment 
Vincent et Pretet [44], et nos résultats confirment ceux précédemment 
publiés par Antoine [4]. 

Il nous faut dés maintenant noter l’absence presque compléte d’iso- 
lement de Streptococcus fecalis (une seule fois en association avec 
Streptococcus salivarius), fait assez discordant, car ce germe avait été 
isolé précédemment par l’un de nous [5], dans 3 cas sur 6 hémo- 
cultures pratiquées en aérobiose seulement et par d’autres auteurs, en 
particulier par R. Vincent [410] qui avait basé la pathogénie de cette 
affection sur l’infection de la gencive par un germe provenant de 
Vintestin (syndrome entéro-gingival). 

La flore microbienne aérobie de la paradentose est donc relativement 
pauvre et se rapproche sensiblement de celle que nous avions trouvée 
dans les caries dentaires. 

Dans nos cas, il en est de méme de la flore microbienne anaérobie car, 
malgré nos ensemencements en anaérobiose stricte sur milieux ordi- 
naires Ou enrichis avec du sérum, nous n’avons jamais isolé de germes 
anaérobies sporulés et, dans deux cas seulement et en association avec 
le streptocoque salivaire, deux germes de la flore anaérobie de Veillon ° 
Fusiformis polymorphus et Ramibacterium ramosum. 

Nos résultats ne concordent nullement avec ceux précédemment 
publiés par Lehmans et Vinzent [3] qui, par la méme technique de 
Vhémoculture gingivale, ont isolé une flore microbienne anaérobie 
plus abondante. 

Signalons aussi, qu’a titre de témoins, nous avons pratiqué des 
hémocultures gingivales chez 5 sujets sains et chez 15 autres sujets 
atteints d’affections stomatologiques diverses. 

Chez les sujets & gencives saines nos hémocultures se sont toujours 
montrées négatives, ce qui va 4 l’encontre de l’opinion de Simard [8]. 

Dans les caries dentaires simples, sans atteinte gingivale concomi- 
tante, aucun germe n’a pu étre décelé dans l’hémoculture alors que, 
dans tous les autres cas, ot il y avait une gingivite seule ou associée 
A une carie et A une stomatite, l’hémoculture a toujours été positive 
et a révélé la présence de Streptococcus salivarius soit seul, soit associé 
a Staphylococcus albus. 

Il résulte donc de cette étude que la flore microbienne de la para- 
dentose est presque uniquement constituée par Streptococcus viridans, 
type salivarius, que l’on trouve soit seul, soit associé dans quelques 
cas avec quelques espéces aérobies ou anaérobies aberrantes. 

I] parait difficile de concevoir que ce germe, que l’on trouve habi- 
tuellement a l’état normal dans la cavité buccale, puisse provenir 
d’un foyer organique lointain par décharge bactériémique avec fixation 
au niveau de la gencive, alors qu’il s’agit plus vraisemblablement de la 
fixation sur la gencive d’un germe existant déja dans le milieu buccal. 

Nous ne pouvons dans cette étude nous étendre sur le réle de l’infec- 
tion dans la pathogénie de la paradentose, qui a été développé plus 
amplement par l’un de nous [6] dans sa thése. D’aprés nos résultats 
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on peut cependant admettre, d’une part, 4 l’encontre de l’élégante 
hypothése de Lehmans et Vinzent [4], que l infection anaérobie ne 
joue pas un rdle important, méme secondaire, dans la pyorrhée alvéolo- 
dentaire et, d’autre part, que le Streptococcus viridans, dont le réle 
dans l’infection focale a été soutent, par Rosenow [7] et que l’on 
trouve avec une trés grande fréquence dans des affections stomato- 
logiques banales, vient secondairement infecter la gencive et ajouter 
ses effets pathogénes a la cause initiale, certainement d’ordre trophique, 
qui touche le périodonte et est, selon toute vraisemblance, le facteur 
primordial déclenchant de la paradentose. 


R&suME ET concLusIons. — Par le procédé de l’hémoculture gingivale 
de R. Vincent, dans 17 cas de paradentose (dystrophique, inflamma- 
toire ou mixte) nous avons obtenu 15 résultats positifs, soit dans 
88 p. 100 des cas. 

Les hémocultures ont été positives aussi bien en aérobiose qu’en 
anaérobiose. 

Dans 14 cas, nous avons isolé Streptococcus viridans type salivarius, 
soit seul, soit associé & quelques espéces aérobies ou anaérobies aber- 
rantes. 

La flore aérobie de la paradentose est relativement pauvre et se 
rapproche de celle rencontrée dans les caries dentaires et les autres 
affections odonto-stomatologiques inflammatoires. La flore anaérobie 
stricte ne semble jouer qu’un réle secondaire trés effacé. 

Streptococcus salivarius, héte habituel de la cavité buccale, ne joue 
certainement pas un role déterminant dans la pathogénie de l’affection, 
mais un role secondaire d’infection gingivale, qui ajoute ses effets 
pathogénes au processus trophique déclenchant de la paradentose. 
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MILIEU DE CULTURE 
POUR L'ISOLEMENT DES ORGANISMES L 
DANS LES URETHRITES AMICROBIENNES A INCLUSIONS 


par G. MOUSTARDIER, J. BRISOU et M. PERREY. 


‘Laboratoire de Microbiologie de la Facullé de Médecine de Bordeaus 
ef de l’Hépital maritime Sainte-Anne & Toulon.) 


La culture des organismes L requiert l'emploi de milieux sélectifs 
trés riches, additionnés de sang, de sérum ou d’ascite et contenant des 
antibiotiques pour inhiber la pousse des bactéries banales. 

Une almosphére humide avec 5 A 10 p. 100 de CO, et une anaérobiose 
relative ont été recommandées pour obtenir une bonne croissance de 
ces organismes. 

De nombreux milieux de culture ont été préconisés et ont tous donné 
de bons résultats entre les mains de leurs auteurs. 

Les milieux servant 4 lVisolement du gonocoque ont d’abord été 
utilisés et, si Brown et Hayes [2], Salaman et ses collaborateurs [42], 
Dienes [5] et Eorel [4] ont obtenu des microcolonies d’organismes L, 
dans la majorité des cas ces microcolonies étaient mélées soit a celles 
du gonocoque, soit 4 celles de germes banaux, ce qui nécessite plusieurs 
repiquages pour lisolement et retarde d’autant le diagnostic. 


Les principaux milieux sélectifs, qui ont été proposés pour paller cet 
inconvénient, sont les suivants : 

Dienes [4], en 1940, a proposé une gélose au sang additionnée de 30 p. 100 
de liquide d’ascite ; Warren et Sabin [44], en 1942, ont utilisé un milieu 
liquide constitué par une infusion a 2,5 p. 100 de cceur de beeuf frais, 
peptoné a 1 p. 100, ajusté a pH 8,2 qui, apres stérilisation, est additionné 
de 30 p. 100 de liquide d’ascite ou de 10 p. 100 de sérum de lapin (ce 
milieu est gélosé A 2 p. 100 pour obtenir un milheu solide) ; Kheneberger- 
Nobel [8], en 1945, utilise un milieu solide, voisin de celui de Dienes, 
constitué par une gélose au sang cuit additionnée de 30 p. 100 de sérum 
de cheval; Edward [7], en 1947, emploie un milieu liquide constitué par 
une infusion de cceur de boeuf, peptoné 4 1 p. 100, ajusté a pH 8, addi- 
tionné au moment de l’emploi de 20 p. 100 de sérum de cheval, de 10 p. 100 
dextrait frais de levure, de 1 p. 2000 d’acétate de thallium et de 60 U. O. 
de pénicilline par centimétre cube ; Smith, Morton et Leberman [43], en 
1950, ont utilisé un milieu solide constitué par une infusion de cour de 
boeuf frais a 2,5 p. 100, peptonée 41 p. 100, gélosée a 1.5 p. 100 et ajustée 
A pH 7,8 A laquelle on ajoute, aprés stérilisation et filtration, 0,5 p. 100 
de NaCl, et aprés refroidissement A 50°, 25 p. 100 de liquide d’ascite, et 
un milieu liquide constitué par la méme infusion de cceur de boeuf, non 
peptonée, aA laquelle ils ajoutent aprés stérilisation et filtration 1 p. 10 000 
d’azothydrate de sodium et 1 p. 100000 de cristal violet ; Bushby [3], en 
1950, dans le service d’Harkness, utilise conjointement un milieu liquide 
complexe, peptoné 41 p. 100, glucosé a 3 p. 100, salé 4 0,5 p. 100, conte- 
nant 1 p. 100 de marmite, 0,1 p. 100 de sulfathiazol et 0,0125 p. 100 d’acétate 
de thallium et ajusté a pH 8, auquel il ajoute, au moment de l’emploi, 
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4 8 cm3, 2 cm? de sérum de cheval, 1 cm? de sang total de cheval, 800 U. O. 
de pénicilline et 800 U. de polymyxine, et un milieu solide obtenu par addi- 
tion de 2 p. 100 de gélose au milieu liquide. 

Ce milieu a 6té modifié par M™e Roiron-Ratner [6] dans le service de 
Durel, par l’augmentation de la dose de peptone, la réduction du dextrose 
et de la marmite, la suppression du sulfathiazol et l’adjonction, au moment 
de l’emploi, de 1,5 cm? de sang total et de 3 cm? de sérum et d’une quan- 
tité plus importante de pénicilline. Le milieu solide utilisé par cet auteur 
ne contient aucun antibiotique. 

Mornet et Orue [9] ont montré que l’on pouvait utiliser indifféremment 
le sang ou le sérum d’origine humaine ou animale. 


Fic. 14. — Microcolonies L d’origine humaine. 
Forme S, lisse (x 90 environ). 


L’idéal est d’obtenir un milieu riche, frés sélectif, inhibant la 
culture des bactéries banales et un milieu transparent, permettant une 
lecture facile au microscope. 

Les milieux de Dienes et de Klieneberger-Nobel, trop opaques, ne 
peuvent guére de ce fait étre utilisés. 

Au cours de recherches effectuées sur la fréquence des tiréthrites ami- 
crobiennes 4 inclusions chez l’homme, |’un de nous [44] aprés utili- 
sation des milieux de Warren et Sabin, de Smith, Morton et Leberman 
et de Bushby, qui lui avaient permis d’isoler des microcolonies d’orga- 
nismes L sur les milieux solides, mais toujours aprés passage obliga- 
toire par le milieu liquide, s’est efforcé de réaliser un milieu solide 
sélectif, facile 4 préparer, permettant directement une pousse abondante 
de microcolonies et dont la transparence permette aussi une lecture 
facile au microscope, & la loupe et méme A l’ceil nu. 
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Aprés des essais d’enrichissement du milieu de Bushby par des 
protéolysats et du bouillon de viande, on obtenait un milieu plus riche, 
mais trop opaque pour la lecture microscopique, sur lequel les résultats 
de cultures n’étaient pas nettement supérieurs & ceux obtenus avec le 
milieu type. 

Partant alors des milieux A base d’infusion de cceur de boeuf, en 
combinant heureusement les formules proposées par Warren et Sabin 
d’une part et par Smith, Morton et Leberman d’autre part, et en 
procédant 4 un meilleur enrichissement, il a obtenu un milieu tres 
sélectif, qui répond a toutes les conditions requises pour l’obtention des 


Fic. 2. — Microcolonies L d'origine humaine. 
Forme R, rugueuse (x 90 environ). 


cultures d’organismes L et pour la lecture microscopique de ces micro- 
colonies. 
Voici la composition de ce milieu : 


On prépare une infusion 4 3 p. 100 de coeur de beeuf frais, dégraissé et 
finement haché que l’on filtre 4 chaud et A laquelle on ajoute 3 p. 100 de 
peptone ordinaire et 1,5 p. 100 de gélose et que l'on ajuste colorimétri- 
quement A pH 8,2. Aprés stérilisation & l’autoclave A 120° pendant quinze 
minutes, pour précipiter les phosphates, on filtre 4 chaud dans l’autoclave, 
on ajoute au filtrat 1 p. 100 de glucose et 1 p. 100 de NaCl et on répartit 
dans les flacons de 10 cm qui sont restérilisés a 115° pendant trente 
minutes. Ce milieu se conserve trois mois 4 la température du laboratoire. 

Au moment de l’emploi, & chaque flacon de 10 cm’, on ajoute 1,5 cm®* 
de liquide d’ascite, 2 cm? de sérum humain ou animal et X gouttes d’extrait 
globulaire. Ce milieu solide ne contient aucun antibiotique. On peut réaliser 
un milieu liquide en supprimant la gélose, mais on ajoute alors 500 U. O. 


de pénicilline G par flacon. 
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Ce milieu est relativement simple, facile a préparer, parfaitement 
transparent et permet des cultures rapides et abondantes, qui apparais. 
sent trois ou quatre jours apres l’ensemencement sans passage obliga- 
toire par le milieu liquide pénicilliné. 

L’adjonction de facteurs de croissance vitaminiques B a ce milieu ne 
facilite ni n’augmente la croissance des organismes L ; l’anaérobiose 
relative et une atmosphére enrichie de 10 p. 100 de CO? ne donnent 
pas de colonies de taille plus grande qu’en aérobiose et en simple 
atmosphére huinide. 

Sur ce milieu solide coulé en boite de Petri, on a obtenu des micro- 
colonies caractéristiques, soit du type S, soit du type R, comme en 
témoignent les microphotographies jointes (fig. 1 et 2). 

L’examen de ces microcolonies est facile et permet une identification 
rapide, soit directement & l’ceil nu, avec un peu d/habitude, en obser- 


Fie. 3, — Microcolonies L d’origine humaine. 
Coloration bleu azur. (x 100 environ.) 


vant a jour frisant et en constatant la présence de petits points 
surélevés 4 la surface du milieu, d’un diamétre ne dépassant pas 1 mm 
et ressemblant a des gouttes de rosée enchassées dans la gélose, soit 
au microscope, & un faible grossissement (x 100 A 3800) ot, apres 
coloration de la colonie par une goutte de solution alcoolique & 1 p. 100 
de bleu de méthyléne ou de bleu azur, on observe l’aspect pathogno- 
monique en trois zones concentriques : zone centrale opaque, enchassée 
dans la gélose, zone intermédiaire moins foncée, & l’intérieur de laquelle 
apparaissent parfois des vacuoles et zone périphérique plus claire, 
aspect bien mis en évidence sur les microphotographies jointes 
(fig..3. ret. 4): 

Grace & la transparence parfaite de ce milieu solide, on peut aussi 
procéder 4 un examen microscopique plus détaillé des constituants de 
la colonie, en Vobservant 4 un grossissement moyen (x 600), soit direc- 
tement in silu apres lavoir recouverte d’une lamelle, soit sur lame 
apres l’avoir découpée dans la gélose, au microscope A contraste de 
phase (Tulasne), ou aprés coloration au bleu (Dienes), ou & un fort 
grossissement (x 1500) grace 4 la méthode d’impression sur lames 
de Klieneberger-Nobel et aprés coloration par la méthode de Giemsa 
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i chaud que nous avons déja préconisée pour les frottis de prélévement 
uréthral [410]. 

Ces différentes méthodes d’examen microscopique des microcolonies 
sur milieu solide mettent en évidence un polymorphisme assez net 
des organismes L, moins marqué cependant qu’en milieu liquide, qui 
se traduit par de grosses masses protoplasmiques vacuolisées ou non, 
contenant des granules chromatiques (corps globuleux) prédominant 
dans les zones périphériques et par de nombreux corpuscules élémen- 
taires libres, constituant le centre opaque de la microcolonie. 

L’aspect caractéristique des microcolonies et le polymorphisme de 


Fic. 4. — Microcolonies L d’origine humaine. 
Coloration bleu azur (XX 500 environ). 


leurs éléments constitutifs permettent une identification rapide et facile 
des organismes L, qu’un examen microscopique difficile et parfois 
douteux du prélévement n’avait pas permis de mettre nettement en 
évidence. 

Dans les cas ot la culture directe sur le milieu solide est négative, 
on peut pratiquer un premier passage par le milieu liquide pénicilliné, 
qui sera ensuite repiqué 4 la surface du milieu solide. 

Ces deux milieux, outre leur utilisation dans le diagnostic bactério- 
logique des uréthrites amicrobiennes 4 inclusions, peuvent servir au 
laboratoire pour les repiquages et la conservation des organismes L et 
pour 1’étude si intéressante et si féconde des formes L des diverses 


bactéries. 
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Concnusions rr REsuME. — Nous proposons pour lisolement des 
organismes L dans les uréthrites amicrobiennes 4 inclusions, un milieu 
de culture solide, dérivé des milieux de Warren-Sabin et de Smith, 
Morton et Leberman, présentant toutes les propriétés requises pour !a 
culture abondante, l’examen microscopique facile des microcolonies et 
l’identification rapide de ces microorganismes. 

L’emploi d’un milieu liquide, identique, non gélosé, mais pénicillin€, 
peut étre utilisé pour un premier passage, dans les cas ou la culture 
sur milieu solide est négative. 

Ces deux milieux peuvent étre utilement employés dans l|’étude des 
formes L des bactéries. 
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TRANSFORMATION 
EN BACTERIES NORMALES D'ORGANISMES L 
ISOLES PAR CULTURE 
A PARTIR D’'URETHRITES AMICROBIENNES 
A INCLUSIONS 


par G. MOUSTARDIER, J. BRISOU et M. PERREY. 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine de Bordeaux 
et de VHdpital maritime Sainte-Anne & Toulon.) 


Au cours de recherches effectuées par l’tin de nous sur la fréquence 
des uréthrites amicrobiennes chez homme et qui ont fait Vobjet de 
sa thése [40 bis], grace A un milieu de culture approprié dont nous avons 
donné la composition dans une précédente note [8], il a été possible 
Wisoler treize fois sur 32 cultures pratiquées, des microcolonies carac- 
téristiques d’organismes L. 
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Depuis les premiers travaux de Klieneberger-Nobel [5] stir les formes 
submicroscopiques d’Haverhillia moniliformis, simulant les organismes 
du groupe de la pleuropneumonie, dont le premier agent fut découvert 
en 1898 par Nocard et Roux [9] et qui, de ce fait, furent appelés 
« Pleuropneumonia-like organisms » et désignés actuellement sous le 
nom d’organismes L, on sait maintenant que de nombreux microbes 
peuvent produire, dans certaines conditions, de semblables organismes. 

Dans une importante revue, Tulasne [42] a précisé les conditions 
nécessaires 4 leur obtention, énuméré les principales bactéries suscep- 
tibles de se transformer, étudié leurs caractéres morphologiques et 
culturaux, leur constitution chimique, leurs propriétés biologiqies, 
antigéniques et sérologiques et mis en lumiére le cycle évolutif et la 
reproduction de ces formes L. 

La signification de ces formes L dans la vie bactérienne a fait l’objet 
de plusieurs hypothéses. 

L’hypothése primitive d’une symbiose entre la bactérie et sa forme L, 
soutenue par Klieneberger-Nobel [6] a été abandonnée et, A l’heure 
actuelle, la majorité des auteurs, avec Dienes [2], Klieneberger- 
Nobel [7] et Tulasne [42], considérent que ces formes L représentent 
une forme de résistance des bactéries apparaissant, le plus souvent, 
lorsque ces derniéres sont mises en souffrance par des agents nocifs, 
soit in vivo, soit in vitro, et permettant ainsi un processus de régéné- 
ration. 

En dehors de cette transformation d’une bactérie en forme L, rela- 
tivement fréquente, et dont de nombreux exemples ont été donnés par 
différents auteurs, on observe assez souvent une réversion de la forme LL 
en forme bactérienne normale. 

Dienes [1], Heilman [4], Tulasne [43, 14] ont observé de telles réver- 
sions et montré qu’elles ne pouvaient se produire qu’en milieu 
dépourvu de tout inhibiteur bactérien, surtout lorsque la forme L 
avait été obtenue sur un milieu pénicilliné. 

De tous ces travaux on doit retenir que les différentes transforma- 
tions passent 4 un moment donné par un stade appelé « large body » 
par Dienes ou « corps globuleux » par Tulasne, grosse masse proto- 
plasmique de 5 A 25 y, tantdt pleine de matiére nucléaire, tantot 
vacuolisée et bourrée de granulations élémentaires, suivant l’dge ou 
l’étape de son évolution. 

Ce corps globuleux posséde une double potentialité, car, suivant les 
conditions dans lesquelles il est placé, il peut produire une forme L 
i partir d’une bactérie ou une bactérie 4 partir d’une forme L. Dans 
certaines circonstances, les unes connues, les autres inconnues, il peut 
perdre l’une ou l’autre de ces potentialités et en particulier celle de 
reproduire une bactérie normale qui reste alors fixée définitivement 
dans sa forme L, devenue irréversible. Patocha et Suchanova [40] ont 
montré que des formes L d’Hemophilus suis et hemolyticus obtenues 
en milieu pénicilliné ne montraient aucun retour a la forme bacté- 
rienne normale, méme aprés 20 passages sur milieu non pénicilliné. 

Il nous a paru intéressant de rechercher, dans tous les cas ot nous 
avons obtenu des cultures d’organismes L a partir de prélévements 
d’uréthrites amicrobiennes, si cette réversion en bactérie normale était 
possible. 
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Pour chaque organisme isolé nous avons pratiqué des passages sur 
des milieux ordinaires (gélose et bouillon) et des milieux enrichis 
gélose et bouillon T ou au sang) ne contenant aucun antibiotique. 

Dans 4 cas, sur les 13 cultures d’organismes L obtenues, nous avons 
réussi la transformation en une bactérie normale. 

Le premier cas concerne une microcolonie L, isolée au 4° jour sur 
milieu solide non pénicilliné d’un cas d’uréthrite de Waelsch non 
compliquée, qui, aprés ensemencement sur milieu ordinaire, a donné 
en quarante-huit heures a l’étuve a 37° un diplocoque, gram _ positif, 
dont les caractéres biochimiques ont permis lidentification a Strepto- 
coccus fecalis. 

Le deuxiéme cas concerne une microcolonie L, obtenue sur milieu 
solide aprés passage par le milieu liquide pénicilliné d’un cas d’uré- 
thrite de Waelsch compliquée de diarrhée, qui, aprés ensemencement 
sur milieu ordinaire, a donné un bacille gram négatif dont les 
caractéres biochimiques ont permis identification 4 faecalis alcaligenes, 
agelutiné spécifiquement par un sérum anti-alcaligenes. 

Le troisiéme cas concerne une microcolonie L, obtenue sur milieu 
solide non pénicilliné en quatre jours, d’une uréthrite de Waelsch non 
compliquée, qui, aprés repiquage stir milieu ordinaire, a donné un 
bacille, gram négatif, trés mobile, qui s’est avéré étre un Proteus 
mirabilis. 

Le quatriéme cas concerne enfin une microcolonie L, isolée sur milieu 
solide, aprés passage en milieu liquide pénicilliné, d’une uréthrite de 
Waelsch compliquée, qui, aprés repiquage, a donné un diplocoque 
gram positif identifié comme un Streptococcus fecalis. 

Dans chaque cas le germe obtenu a reproduit les microcolonies L 
caractéristiques, mais apres passage obligatoire par le milieu liquide 
pénicilliné, et, & volonté, ces microcolonies donnaient & nouveau 
naissance au méme germe bactérien sur milieux ordinaires. 

D’aprés ces résultats, on pourrait étre tenté de penser que c’est le 
milieu sélectif qui a transformé une bactérie présente dans l’uréthre 
en organisme L et que, seul, ce dernier a pu pousser sur notre milieu. 

Cette opinion ne peut se soultenir que dans les deux cas ot ces micro- 
colonies L ont été obtenues aprés un passage sur un milieu liquide 
pénicilliné mais, dans le quatriéme cas, une culture faite sur un 
milieu liquide non pénicilliné & partir d’un deuxitme prélévement a 
fait apparaitre, aprés repiquage sur le milieu solide, des microcolonies 1. 
caractéristiques. 

Dans le premier et le troisisme cas, ot les microcolonies L sont 
apparues directement sur le milieu solide non pénicilliné, cette objec- 
tion ne peut étre retenue et on peut penser qu’il n’y a pas eu frans- 
formation de la bactérie initialement présente dans l’uréthre en 
organisme L sous l’effet d’un inhibiteur bactérien. 

D’autre part, dans les 4 cas ot cette transformation a été constatée, 
i] n’y avait aucun germe 4 l’examen microscopique des frottis uréthraux 
et les cultures sur les différents milieux ordinaires ou au sang sont 
restées_ stériles. 

On peut donc admettre que les organismes L existaient bien in vivo 
dans Vuréthre, sous une forme non encore fixée et réversible, puis- 
qu’ils ont pu donner naissance in vitro, aprés repiquage, 4 une forme 
bactérienne normale. 
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Ces constatations présentent de ce fait un trés grand intérét clinique, 
bactériologique et thérapeutique. 

Dans le premier cas, aprés un traitement par Vauréomycine (6 g en 
trois jours), antibiotique auquel était sensible in vitro l’organisme L, 
on a obtenu une guérison clinique de l’uréthrite et on ne trouve plus 
alors d’organismes L dans l’uréthre, mais un Streptococcus fecalis 
a l’état pur aprés ensemencement d’un prélévement de contrdle. Cet 
entérocoque, insensible 4 tous les antibiotiques, est identique A celui 
donné par la transformation in vitro de lVorganisme L, lui atissi insen- 
sible aux antibiotiques, et se transforme aussi facilement in vitro en 
organisme L lorsqu’on le cultive en milieu pénicilliné. 

Cette uréthrite avait été initialement soignée par la pénicilline et 
la streptomycine sans résultat, ce qui autorise A penser que l’entéro- 
coque était initialement en cause et que, transformé in vivo en orga- 
nisme I. par les antibiotiques, il a persisté dans l’uréthre, entretenan! 
Vécoulement. 

Aprés traitement de l’uréthrite par l’auréomycine Vorganisme L 
disparait de l’uréthre, mais on voit réapparaitre alors la bactérie 
initiale, insensible 4 cet antibiotique, non pathogéne semble-t-il pour 
le moment, mais susceptible de le redevenir un jour. 

Ceci expliquerait cliniquement la durée extrémement longue des 
uréthrites amicrobiennes et leurs récidives fréquentes. 

Dans le deuxiéme cas Vorganisme L isolé, sensible in vitro A l’auréo- 
mycine et a la terramycine, a donné naissance a un f. alcaligenes, 
trés sensible 4 la terramycine et peu a l’auréomycine. 

Aprés tin traitement par 6 g d’auréomycine, le malade n’a pas été 
revu, ce qui nous a empéché de constater la vérification de la guérison 
clinique et la présence de ce germe bactérien dans l’uréthre de notre 
malade aux lieu et place de l’organisme L primitif. 

Dans ce cas, qui s’accompagnait de troubles entéritiques, on peut 
penser que la porte d’entrée était intestinale et que ce germe, existant 
dans le contenu intestinal, a pu se transformer antérieurement en 
organisme L et envahir secondairement 1]’uréthre. 

Dans le troisiéme cas l’organisme L isolé, sensible in vitro a l’atiréo- 
mycine, a donné naissance & un Proteus mirabilis, insensible 4 tous 
les antibiotiques. 

Aprés un traitement par 6 g d’auréomycine le malade n’a pas été 
revu, ce qui interdit toute conclusion. 

Dans le quatriéme cas qui concernait une uréthrite de Waelsch non 
vénérienne compliquée de conjonctivite et de troubles dysentériques, 
Vorganisme L isolé, sensible in vitro au chloramphénicol et 4 l’auréo- 
mycine, a donné naissance & un entérocoque insensible 4 tous les 
antibiotiques. 

Un traitement par 8 g de tifomycine a fait disparaitre tous les 
troubles uréthraux, conjonctivaux et dysentériques, mais on trouve 
alors dans l’uréthre et les urines recueillies aseptiquement un entéro- 
coque, insensible lui aussi 4 tous les antibiotiques, et qui se trans- 
forme facilement en organisme L dans le milieu liquide pénicilliné. 

Ce malade avait été antérieurement traité successivement par plu- 
sieurs antibiotiques (pénicilline, streptomycine, tifomycine et auréomy- 
cine) avec chaque fois sédation des phénoménes uréthraux, mais aussi, 
peu apres, rechute de l’uréthrite. 
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Vraisemblablement, aprés chaque traitement, l’entérocoque se trans- 
formait en organisme L, ce qui explique les rechutes successives, et 
celui-ci, 4 son tour, aprés traitement redonnait l’entérocoque. 

Un mois aprés sa guérison clinique notre malade a eu une nouvelle 
rechute. 

Dans ce cas, on peut admettre que la porte d’entrée était intestinale, 
a cause des phénoménes dysentériques initiaux, et qu’il y a eu propa- 
gation secondaire a l’uréthre et aux conjonctives. 

Tous ces faits sont trés intéressants et trés importants. 

Ils montrent d’abord que, si dans la majorité des cas les uréthrites 
amicrobiennes sont d’origine vénérienne, il existe cependant des cas 
d’uréthrites amicrobiennes d’origine intestinale, comme l’admettent 
plusieurs auteurs, en particulier Durel [3] et Thiers [41]. 

Ils viennent ensuite a l’appui de l’hypothése émise par Tulasne [42] 
et d’autres auteurs, selon laquelle les organismes L d’origine humaine, 
comme les Pleuropneumonia des animaux, représentent des formes L 
de bactéries diverses. 

Alors que pour les Pleuropneumonia il s’agirait d’organismes fixés 
et irréversibles, pour les organismes L humains, il s’agit de formes plus 
ou moins fixées, dans certains cas réversibles en bactéries banales, soit, 
in vive, sous leffet d’un traitement antibiotique, soit, in vitro, dans 
un milieu dépourvu de tout inhibiteur bactérien. 

Dans les cas ot cette réversibilité n’a pu étre obtenue (9 cas sur 
nos 13 cultures d’organismes L) on peut suggérer lhypothése qu’il 
s’agissait de formes L de gonocoque, agent le plus habituel et le plus 
fréquent de toutes les uréthrites, qui s’est retranché sous cette forme 
sous l’effet d’un traitement antibiotique et qui, malgré les repiquages 
sur les milieux propres au gonocoque, ne s’est point transformé, parce 
que définitivement fixé en organisme L. 

Ces constatations expliqueraient peut étre la possibilité d’existence 
d’organismes L pathogénes ou saprophytes suivant les cas, la longue 
durée et les.rechutes fréquentes des uréthrites amicrobiennes 4 orga- 
nismes L sous l’influence de divers facteurs exaltant leur virulence ou 
affaiblissant la résistance organique et, aussi, l’impossibilité actuelle 
du diagnostic sérologique de ces uréthrites par suite de la perte, au 
cours de leur transformation, d’tine grande partie ou de la totalité des 
facteurs antigéniques de leur ancétre bactérien. 

Des recherches ultérieures permettront certainement de préciser et 
de compléter ces intéressantes notions dont l’intérét actuel n’échappe 
i aucun bactériologiste. 


CONCLUSIONS ET RESUME. 


Les auteurs rapportent 4 cas de transformation en bactéries nor- 
males d’organismes L isolés au cours d’uréthrites amicrobiennes 
i inclusions. 

Dans 2 cas l’organisme L s’est transformé en Streptococcus fecalis, 
dans un autre cas en fecalis alcaligenes et dans un dernier cas en 
Proteus mirabilis. 

Aprés avoir discuté lorigine de cette transformation, ils insistent 
sur l’intérét clinique, bactériologique et thérapeutique de ces consta- 
tations, qui viennent & Vappui de l’hypothése actuellement admise, 
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selon laquelle les organismes L humains représentent des formes L, 
plus ou moins fixées, de bactéries diverses. 

Ils suggérent l’hypothése que, dans les cas oti la transformation en 
bactérie normale de l’organisme L isolé n’a pu étre obtenue, il pour- 
rait s’agir de formes L irréversibles de gonocoque, agent le plus 
habitue] des uréthrites. 
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QUELQUES PRECISIONS NOUVELLES 
SUR LE CYCLE L DES BACTERIES. 

LA PRESENCE DE FORMES NAINES, \VIABLES 
ET REPRODUCTIBLES EST INDISPENSABLE 
POUR AFFIRMER LA REALITE DU CYCLE L 

ET POUR DEFINIR LES FORMES L DES BACTERIES 


par R. TULASNE, R. MINCK et J. LAVILLAUREIX. 


(Institut d’Hygiéne et de Bactériologie. Service de Microbiologie. 
Faculté de Médecine, 3, rue Koeberlé, Strasbourg.) 


Dans des publications antérieures (1), nous avons montré par quels 
processus les bactéries pouvaient passer de la forme bactérienne nor- 
male A des formes géantes génératrices de formes naines qui peuvent, 
selon les circonstances, donner de nouveau naissance 4 des bactéries 
normales ou se reproduire indéfiniment sous la forme naine, et donner 
ainsi des variantes définitives des bactéries. Ces transformations s’inscri- 


(1) Voir en particulier : R. Tulasne, Rev. d’Immunol., 1951, 45, 223. 
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vent sur un cycle dont les modalités évolutives sont, 4 quelques détails 
pres, généralement admises. C’est le cycle L des bactéries. 

La production de formes naines viables susceptibles de se reproduire 
suivant différentes modalités qui sont actuellement connues, est donc 
une étape indispensable dans le cycle L et on donne généralement le 
nom de formes L des bactéries A l’ensemble des éléments qui 
composent ce cycle, & l’exclusion des bactéries normales qui dispa- 
raissent d’ailleurs trés rapidement au cours de la transformation. Les 
formes L comprennent donc obligatoirement des formes naines viables, 
reproductibles et filtrables, des formes géantes et des formes intermé- 
diaires entre ces deux éléments extrémes. 

Or, une certaine confusion semble se manifester dans l’esprit de 
quelques expérimentateurs qui désignent sous le nom de formes L 
des bactéries des éléments trouvés dans des colonies ou plutét de 
pseudo-colonies constituées uniquement par des formes géantes et 
dans lesquelles les formes naines viables ne sont pas représentées. Ce 
fait tient & ce qu’il existe en réalité deux cycles de transformation 
possible chez les bactéries soumises & des actions nocives plus ou 
moins brutales ou prolongées et que cette notion est en général 
ignorée. 

Le premier cycle qui pourrait étre désigné sous le nom de cycle L 
complet comprend: 1° la transformation des bactéries normales en 
formes géantes ; 2° la transformation des formes géantes en formes 
naines ; 3° la reproduction des formes naines (cycles internes) ; 4° la 
transformation des formes naines en formes bactériennes normales. 
Ce cycle L complet aboutit & la formation de colonies tout a fait carac- 
téristiques, les colonies L, qui sont constituées par un ensemble 
d’éléments : formes naines, formes géantes, formes intermédiaires, 
qui portent le nom de formes L des bactéries. 

Le second cycle qui pourrait étre désigné sous le nom de cycle L 
incomplet, ou plutdt sous un autre nom a rechercher, comprend : 
1° la transformation des bactéries normales en formes géantes ; 
2° (éventuellement), la reproduction des formes géantes ; 3° la trans- 
formation des formes géantes en formes bactériennes normales. 
Il aboutit & la formation de pseudo-colonies trés sensiblement diffé- 
rentes des colonies L véritables. En particulier, elles ne comportent 
pas de centre compact incrusté dans la gélose et constitué, comme on 
le sait, par l’accumulation des formes naines, qui est une des carac- 
téristiques essentielles des vraies colonies L. Ces fausses colonies, qui 
ne représentent peut-étre qu’un amas de formes géantes agglutinées 
par un processus physique, ne sont pas repiquables en série. Elles ne 
survivent que pendant quelques passages lorsqu’on les transporte 
sur des milieux neufs. Elles sont constituées en majeure partie par 
des formes géantes, mais elles contiennent parfois des granulations 
non viables, qu’il ne faut pas confondre avec les formes naines, et 
qui ne sont en réalité que des débris provenant de l’autolyse des 
formes géantes. Ces granulations, entre autre, ne contiennent pas 
d’acide désoxyribonucléique. Le cycle L incomplet ne produit donc 
pas de formes L véritables puisque ce cycle ne comporte pas de formes 
naines viables, reproductibles et filtrables, qui constituent les éléments 
de base des formes L. 


Le cycle L complet, contrairement & une opinion trés généralement 
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admise et que nous avouons avoir partagée pendant un certain temps, 
n’a été observé d’une fagon certaine que chez quelques espéces bacté- 
riennes : Streptobacillus moniliformis, Bacteroides funduliformis, 
Proteus, Hemophilus influenzae et chez des vibrions. L’apparition de 
ce cycle, et par conséquent de formes naines, nécessite l’utilisation de 
milieux riches contenant des protéines non dégradées. Il ne se produit 
pas sur des milieux liquides. Le cycle L incomplet, au contraire, a été 
observé chez presque toutes les espéces bactériennes qui ont été 
soumises & des actions nocives méme légéres, comme, par exemple, 
un changement de pH du milieu, l’absence ou une trop forte concen- 
tration du milieu en sels, etc. Son déclenchement ne nécessite pas 
Vemploi de milieux spéciaux. I] peut se manifester sur des milieux 
liquides. Pour notre part, nous avons observé ce cycle chez des 
Proteus, des Pasteurella, des Brucella, des Escherichia, des Salmonella, 
des Shigella, des vibrions, des Corynébactéries. 

Comme on le voit, bien qu’ils présentent une certaine similitude, 
les deux cycles sont en réalité fort différents en ce qui concerne 
leur évolution et surtout la destinée ultime des bactéries qui ont été 
transformées. 

Le cycle L incomplet est en partie un cycle de mort qui aboutit a la 
formation de variantes géantes des bactéries tout a fait instables, qui 
correspondent & ce que depuis longtemps on a désigné sous le nom 
de formes d’involution des bactéries. Celles-ci, si des circonstances 
favorables 4 la végétation normale des bactéries n’interviennent pas 
rapidement pour que leur réversion en formes normales se produise, 
vont étre vouées trés vite A la mort et a la lyse et ainsi la bactérie 
va disparaitre. 

Le cycle L complet est au contraire un cycle de vie, car quelles que 
soient la puissance et la durée de l’action nocive qui a amené la 
transformation, il va préserver la vie de la bactérie, soit que les 
formes naines reproduisent plus ou moins rapidement des bactéries 
normales, soit que les formes naines continuent 4 vivre et a se repro- 
duire d’une facon autonome sous la forme d’une variante naine 
stable de la bactérie. 


ETUDE DE L’ISO-HEMAGGLUTININE ANTI-T 
CHEZ DIFFERENTES ESPECES ANIMALES 


par E. JOCHEM et A. EYQUEM 


(Institut Pasteur. Laboratoire d’Hématologie et des Groupes sanguins. 
Service R. Dusarnric pE LA RIvIERE.) 


Dans une communication antérieure, nous avions préscnté les 
résultats du titrage de liso-hémagglutinine anti-T dans le sérum de 
Cheval, de Mulet et de Mouton. I] était intéressant d’étudier les 
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variations de cette agglutinine dans le sérum d’autres espéces animales. 

Friedenreich et Andersen [1] ont observé, sous l’influence d’un 
enzyme responsable du. phénoméne de Thomsen-Friedenreich, la trans- 
formation des G.R. de tous les animaux, exception faite du Lapin 
et du Beeuf. 

Hirota [2] a observé la transformation des G. R. de Porc, Cobaye, 
Mouton, Rat et Cheval. Il a noté que les G.R. des lapins et des 
bosufs examinés résistaient a l’action de l’enzyme. Hofman [3] 
a 6tudié le titre des hémagglutinines anti-T a l’aide de G. R. trans- 
formés par l’enzyme R.D.E. de Vibrio cholerae ou celui de ia salive 
humaine. Jl a observé que le sérum humain débarrassé d’hétéro- 
agglutinines avait un titre de 1/22 vis-a-vis de G. R. de mouton 
traités ; le sérum apres absorption des hétéro-agglutinines ne pré- 
sentait pas d’agglutinines vis-a-vis de G.R. de Souris traités, mais 
en présentait encore vis-d-vis des G. R. de Macacus rhesus et vis-a-vis 
de G. R. de Lapin. 


Globules rouges traités par filtrat« 4 B ». 
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La transformation obtenue 4 l’aide de l’enzyme R. D. E. semble étre, 
pour le Lapin, différente de celle obtenue par traitement A l’aide de 
la salive, car les G. R. traités suivant cette derniare méthode, sont 
encore agglutinés par le sérum absorbé au préalable par des G. R. 
traités par l’enzyme R.D.E. de Vibrio cholerae. 

Caselitz et Martens [4] ont observé la transformation des G. R. 
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d’Homme, de Boeuf, de Cheval, de Cobaye, de Lapin, de Mouton, de 
Porc, de Poule, sous l’influence d’un enzyme sécrété par le Coryne- 
bacterium « souche 39 », différant de l’enzyme R.D.E. du vibrion 
cholérique par son inactivité sur les récepteurs érythrocytaires pour 
les virus. 

Nous avons éltudié les iso-hémagglutinines anti-T présentes dans le 
sérum d’animaux adultes appartenant a différentes espaces ani- 
males [5]. Les G. R. de Chat, de Chévre ou de chien, ont été traités 
pendant deux heures A 37° par le filtrat de la souche bacté- 
rienne «4B» isolée au laboratoire. 


kK 
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Chez le Chien. — L’absence d’isoagglutinine naturelle [6] dans le 
sérum de 18 chiens examinés nous a permis d’utiliser les G. R. d'un 
animal choisi pour d’autres caractéres. 

Nous avons constaté que le titre moyen de 1’iso-agglutinine anti-T 
chez le Chien est de 1/280, alors que le titre le plus élevé est de 1/960. 

Cette constatation contraste avec le faible titre des agglutinines habi- 
tuellement observées chez le Chien, avant ou aprés immunisation. 

Chez la chévre. — L’absence d’iso-agglutinine naturelle normale a 
permis d’utiliser les G. R. d’un animal déterminé sans tenir compte 
des antigénes qu’il est possible de mettre en évidence a l’aide d’iso- 
immun-agglutinines (A. Eyquem, P. Millot). 

A Vexamen de 35 sérums, nous avons obtenu un titre moyen de 
1/100, le titre le plus élevé étant de 1/640. Ces titres, relativement 
faibles, different des titres des agglutinines obtenus habituellement 
aprés immunisation de cet animal. 

Chez le Chat. — L’examen du sérum de 25 animaux nous a montré 
que le titre moyen de Jl’iso-agglutinine anti-T était différent suivant 
qu’on se servait de G. R. porteurs de l’antigéne félin A ou de l’anti- 
gene B. Dans un cas, le titre moyen est de 1/250 et dans un autre 
de 1/480. 

Pour 15 sérums possédant des iso-agglutinines normales, nous avons 
observé que J’iso-agglutinine anti-T possédait aussi un titre différent 
suivant qu’on se servait de G. R. porteurs de l’antigéne félin A ou B. 

L’examen du sérum de 70 Boeufs nous a montré qu’il n’était pas 
possible de révéler l’existence d’iso-agglutinine anti-T par le filtrat 
du Corynebacterium «4B», mais on peut mettre en évidence cet 
anticorps en utilisant des G. R. de Boeuf traités pendant trois heures 
par l’enzyme R. D. E. de Vibrio cholerae ; le titre moyen obseryé est 
de 1/14. 
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LA REACTION D’'HEMAGGLUTINATION 
DANS LA MELIOIDOSE 
par L. CHAMBON, J. FOURNIER, P. pk LAJUDIE et J. DARRIEUSSECQ. 


Unstitut Pasteur de Saigon.) 
Le sérum d’un malade atteint de mélioidose a donné j Boyden [4] 


une agglutination des globules rouges de différents mammiferes sensi- 
bilisés par la malléine ou par la whitmorine. 
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Les conditions de travail qui sont les nétres au Sud-Vietnam nous 
ont permis d’entreprendre, sur la valeur de l’hémagglutination pour 
le diagnostic de la mélioidose, une enquéte dont nous rapportons 
ci-dessous les premiers résultats. 


I. Marérien,, — A. Antigéne : Extrait trichloracétique neutre et iso- 
tonique de M. pseudomallei préparé selon la technique de Boivin et 
Mesrobeanu a partir d’une souche de notre collection. Nous avons 
choisi pour cela la souche qui présentait le moins de caractéres R. 

B. Globules rouges: D’une part, globules rouges humains O Rh — 
mis gracieusement a notre disposition par le médecin commandant 
Languillon, directeur de 10. R.T. de Saigon. D’autre part, globules 
rouges de cheval. Les uns et les autres sont conservés dans la solution 
d’Alsever modifiée dont la formule est donnée par Gernez-Rieux et 
Tacquet [2], lavés trois fois dans 6 volumes d’eati physiologique et 
utilisés quatre jours aprés leur récolte. 

C. Sérums éprouvés :; 1° Deux sérums expérimentaux préparés l’un 
par injections au lapin de bacilles de Whitmore chauffés, l’autre par 
injections d’extrait trichloracétique. Le premier agglutine A 1/8 200 la 
souche homologue ; l’autre agglutine 4 1/800 la souche ayant fourni 
lextrait trichloracétique. 

2° Différents prélévements de sérums de 4 malades atteints de 
mélioidose confirmée par des cultures positives. 

3° Sérums de 17 malades fébriles suspects de mélioidose. 

4° Sérums de 37 malades atteints ou convalescents d’infections autres 
que la mélioidose: fiévre typhoide, typhus, leptospirose, brucellose, 
dysenterie bacillaire, syphilis, lépre lépromateuse. 

5° Sérums de 18 sujets atteints d’infections de nature inconnue. 

Tous ces sérums au moment d’étre expertisés ont été inactivés puis 
dilués selon une progression géométrique de raison 2 de facon 4 donner 
des titres définilifs de 1/50 A 1/6400 pour les sérums expérimentaux 
et de 1/2 4 1/256 pour les sérums humains. 


Il. EPREUVES PRELIMINAIRES. — A. Choixz des globules rouges : Utilisant 
4 des dilutions croissantes les sérums expérimentaux et l’un des sérums 
de malades, nous avons comparé les hématies humaines O Rh —, les 
hématies de cheval et les hématies de mouton. Les résultats sont 
exactement identiques. Les hématies de mouton ont l’inconvénient de 
nécessiter la saturation des anticorps naturels anti-mouton des sérums 
humains, de sédimenter plus lentement et de donner des agrégats plus 
fins que les hématies humaines ou équines. Nous n’avons donc retenu 
que ces derniéres. 

B. Détermination de la dose minimum sensibilisante et du temps 
optimum dincubation a 37°: Utilisant le méme matériel, nous avons 
constaté que la dose minimum sensibilisante d’antigéne était de 3 ml 
pour 0,1 ml de globules rouges mis en suspension dans 2 ml d’eau 
physiologique et pour un temps d’incubation 4 37° de deux heures. 

Nous avons respecté ces proportions dans toutes nos expériences en 
utilisant une suspension & 1 p. 100 en eau physiologique d’hématies 
sensibilisées comme il est indiqué ci-dessus. 


Ill. ConpuITe DES EXPERIENCES. — Pour chaque échantillon de sérums 
a expertiser nous disposons 8 tubes correspondant chacun A une des 
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dilutions + 1 témoin sérum +1 témoin antigéne. La répartition de 
ces 10 tubes est indiquée dans le tableau ci-dessous : 


ST 


NUMERO DU 1UBE a fe 2ehcs | eae eG at LS pam aie 
Sérom dilué (gouttes). . . .; IV/IV{IV|IV}IV|IV|IV/1V| IV ; 
Eau physiologique (gouttes). IV 
G.R. a1 p. 100 sensibilisés 

(wouttes) cma a NS. Iv|iv]iv{iv|iv|iv}1Vv]tv IV 
G. R. a 4 p. 100 non sensibi- 
lisés (couttes)\i a caer bY 
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Premiére lecture aprés une heure a l’étuve & 37° en notant directe- 
ment l’agglutination des hématies aprés agitation. Deuxiéme lecture 
trente minutes aprés la premiére, les portoirs étant conservés a la 
température de la piéce (26 4 35°). Cette seconde lecture est pratiquée, 
par examen du fond de tube au miroir concave et sans agitation préa- 
lable (comme s’il s’agissait d’une réaction de Hirst). 

Cette facon de procéder est celle qui détermine avec la plus grande 
précision, par comparaison aux témoins, la dilution limite donnant 
une réaction positive. 

Nous notons les résultats de la facon suivante : 


Hémecolutinattonctoteley mms rn nen Sussiegues sRstests 
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IV. Résutrats. — A. Sérums expérimentauz: L’un et l’autre ont 


donné une hémagglutination au taux limite (1/3 200). 

B. Sérums de malades atteints de méliotdose : Nous donnons ci-des- 
sous les résultats de l’hémagglutination comparée A ceux de l’agglu- 
tination d’une suspension formolée de b. de Whitmore par les sérums 
des malades (séro-agglutination). 

Malade n° 1: Septicémie et suppuration pulmonaire A bacilles de 
Whitmore (hémoculture et culture de crachats positives) ayant débuté 
le 15 octobre 1952. 


DATE DES EXAMENS HEMAGGLUTINATION SERO- 
AGGLUTINATION 


& 1/128; +a 1/542 + a 1/40 
& 1/128; + a 4/512 négative. 
a 1/256; + a 4/512 + & 1/40 


28 octobre. . .. a ee 
8 novembre . . a eee 


45 novembre . . f428 3 
42 décembre. . . /428; 4--+ a 41/512; + a 1/320 
27 décembre. . . /128; ++ & 1/312;+-a 41/2 000 + a 1/40 


Malade n° 2: Suppuration pulmonaire 3 bacilles de Whitmore (cul- 
ture de crachats positive) ayant débuté le 25 juin 1952. 
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DATE DES EXAMENS AEMAGGLUTINATION SERO- 
AGGLUTINATION 


SESE 


3 octobre. -: .~. é ; 


; 3 + + a 1/256; + & 1/512 négative. 
43 novembre . . /428; + + & 41/256; + a 1/512 + a 1/4160 
— 


9 décembre. . . 4/256; + a 1/5412; + a 1/320 


x 


Malade n° 3; Septicémie & bacilles de Whitmore (hémoculture posi- 
tive). Le sixiéme jour de la maladie (rapidement mortelle), la réaction 
d’hémagglutination fut positive +++ a 1/32, ++ a 1/128, +a 1/512 
et la séro-agglutination a 1/160. 

Malade n° 4: Abcés sous-cutané a bacilles de Whitmore (culture du 
pus positive). Réaction d’hémagglutination positive + + A 1/4, + A 1/32 
et séro-agglutination positive 4 1/20, deux mois et demi aprés le début 
de la maladie qui évolua favorablement. 

C. Sérums de malades suspects de mélioidose. — Il s’agit de 16 échan- 
tillons de sérums envoyés par différents praticiens et provenant de 
malades pour lesquels le diagnostic de mélioidose était envisagé. Un 
seul de ces sérums a donné une hémagglutination positive (+ a 1/32). 
Pour le méme sérum la séro-agglutination était positive 4 1/20. Quatre 
autres sérums ont donné une séro-agglutination positive & des taux 
compris entre 1/20 et 1/80. 

A cété des 16 sérums ci-dessus mentionnés, il convient d’ajouter au 
eroupe C le sérum d’un malade atteint d’un abces fistulisé de la 
région sternale, abcés pour lequel la culture du pus, pratiquée aprés 
un long traitement par la chloromycétine, fut négative. Ce sérum 
donna une hémagglutination + 4 1/256, ++ 4 1/128 et +++ 4 1/16. 
La séro-agglutination était entiérement négative. 

D. Sérums de malades atteints ou convalescents d’infections autres 
que la mélioidose. — 1° Sept résultats fortement positifs avec 7 sérums 
sur 28 provenant d’individus atteints ou convalescents de fiévre typhoide 
et ayant une réaction de Widal positive avec les suspensions O et avec 
les suspensions H de S. typhi. 

2° Résultats entiérement négatifs avec 6 sérums pour lesquels 
les séro-diagnostics suivants s’étaient montrés positifs : Weil-Felix 
(1 sérum), Martin et Pettit (1 sérum), Wright (1 sérum), Shiga-Flexner 
(3 sérums), ainsi qu’avec 2 sérums de syphilitiques et 1 sérum de 
lépromateux. 

E. Sérums de sujets atteints d’infections de nature inconnue. — Sur 
18 sérums examinés, un a donné une hémagglutination fortement posi- 
tive (++ a 1/256, +++ a 1/64). Quatre autres ont donné une hémag- 
glutination faible (+ & des taux compris entre 1/4 et 1/16). Les 
13 autres ont été entiérement négatifs. 


V. ConcLustons. — Parmi les techniques sérologiques appliquées au 
diagnostic de la mélioidose, il convient de faire place a Vhémagglu- 
tination pratiquée avec des globules rouges humains O Rh — (ou avec 
des globules de cheval) sensibilisés par un extrait trichloracétique de 
M. pseudomallei. 
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L’hémagglutination est plus précocement positive, plus sensible et 
plus constante dans sa sensibilité que la séro-agglutination d’une sus- 
pension de bacilles de Whitmore. 

Sa spécificité appelle quelques réserves, particuliérement en ce qui 
concerne les sérums de malades atteints de salmonelloses. Il convient 
de noter que Brygoo [3] a fait des réserves semblables en ce qui 
concerne la séro-agglutination d’une suspension de bacilles de Whit- 
more. 
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(A suivre.) 


LIVRE RECU 


Quatriéme rapport du Comité d’experts des maladies vénériennes et 
des tréponématoses. — Organisation Mondiale de la Santé: Série 
de Rapports techniques. N° 63. 92 p. Prix: Fr. fr., 175 ; Fr. s., 2,20 ; 
2 sh. 3d; doll., 0,55. 


Ce rapport qui.a paru récemment peut étre considéré comme un résumé 
des connaissances actuelles concernant la lutte contre les tréponématoses. 
Il constitue une source d’information particulitrement importante 
sur l’organisation des campagnes de masse contre les tréponématoses 
dorigine non vénérienne, A savoir: le pian, le béjel, la pinta, le 
« njovera » et la syphilis endémique. Le rapport du Comité traite de 
tous les aspects des campagnes contre les tréponématoses, des médi- 
caments et de la thérapeutique, du sérodiagnostic et autres techniques 
de laboratoire ; il étudie bri¢vement, aussi, la formation du personnel, 
la lutte antivénérienne dans les populations maritimes et les maladies 
vénériennes non tréponémiques. Les six annexes au rapport comprennent 
des observations sur l’extirpation de la syphilis endémique en Bosnie ; 
un rapport sur l’état actuel de la thérapeutique de la syphilis récente ; 
des schémas-types de traitement de la syphilis par le monostéarate 
d’aluminium & appliquer aux malades individuels dans les dispensaires 
antivénériens ; le projet d’une monographie sur le Soluté Injectable 
huileux de Benzylpénicilline Procainée ; un rapport sur la sérologie et 
les techniques de laboratoire dans le cadre du programme de lutte de 
VO.M.S. contre les maladies vénériennes et les tréponématoses, et des 
photographies de lésions pianiques, aux fins de classification pratique. 
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